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1.1 Das kolorektale Karzinom 
1.1.1 Epidemiologie und Ätiologie des Kolonkarzinoms 
Das kolorektale Karzinom zählt zu den häufigsten malignen Erkrankungen in den westlichen 
Industrieländern. In Europa ist das kolorektale Karzinom nach Brustkrebs die zweithäufigste 
Form von Krebs, gefolgt von Lungenkrebs [1]. Auch in Deutschland ist Darmkrebs  mit 16 % 
die zweithäufigste Krebserkrankung und mit 12 % auch die zweithäufigste Krebstodesursache in 
Deutschland. Im Jahre 2006 erkrankten etwa 36.300 Männer und 32.440 Frauen an diesem Tu-
mor [2]. Das mediane Erkrankungsalter bei Männern beträgt etwa 69 Jahre, bei Frauen etwa 73 
Jahre. Weniger als 10 % der Patienten sind zum Diagnosezeitpunkt jünger als 50 Jahre [3]. Die 
Fünf-Jahres-Überlebensrate aller Erkrankungsstadien liegt bei beiden Geschlechtern bei etwa 60 
%. 30 % aller kolorektalen Karzinome werden im Rektum diagnostiziert. 
Das Kolonkarzinom ist ein maligner Tumor mit einer hohen Metastasierungsrate. Daher geht das 
kolorektale Karzinom mit einer erhöhten Sterblichkeitsrate einher. Lediglich die Hälfte aller Pa-
tienten kann durch eine Operation und eine adjuvante Nachbehandlung geheilt werden [4]. Die 
restlichen Patienten entwickeln Metastasen und bedürfen einer palliativen Chemotherapie. Für 
die Prognose des Kolonkarzinoms ist daher das primäre Tumorstadium zum Zeitpunkt der The-
rapie von großer prognostischer Bedeutung. Die folgende Grafik mit Daten des Tumorregisters 
München verdeutlicht den Zusammenhang zwischen Tumorstadium (eingeteilt nach UICC-
Stadien) des Kolonkarzinoms und relativer Überlebenszeit. Die Grafik stellt die relativen Über-
lebensdaten von 15.947 Patienten mit kolorektalem Karzinom aus dem Einzugsgebiet des Tu-
morregisters München (1988-2007) dar [5]. Besonders auffallend ist der rasche Abfall der Über-
lebenskurve von Patienten mit metastasiertem kolorektalem Karzinom (mKRK), also UICC Sta-
dium IV. 5 Jahre nach Diagnosestellung sind in dieser Gruppe weniger als 10 % der Patienten 
noch am Leben. 
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Abbildung 1-1 Relative Überlebensdaten des Kolonkarzinoms nach UICC-Stadien [5]  
 
Um das individuelle Risiko für die Entstehung eines Kolonkarzinoms abschätzen zu können, 
müssen Familien- und Eigenanamnese berücksichtigt werden. Ein wichtiger Risikofaktor ist die 
Ernährung. Vor allem eine ballaststoffarme, fettreiche Nahrung und großzügiger Verzehr von 
rotem Fleisch erhöhen das Risiko, ein kolorektales Karzinom zu entwickeln. Auch ein regelmä-
ßiger Alkoholkonsum trägt zu einer Erhöhung des Risikos bei [6]. Andere wichtige Risikofakto-
ren für die Entwicklung eines Kolonkarzinoms sind Übergewicht und Zigarettenkonsum [7]. Das 
Vorhandensein von Dickdarmpolypen erhöht ebenfalls die Wahrscheinlichkeit, an Darmkrebs zu 
erkranken. Das Risiko, dass sich aus derartigen Polypen in späterer Zukunft ein Karzinom entwi-
ckelt, beträgt 10 % [8]. Neben den Risikofaktoren für das Auftreten eines Kolonkarzinoms spielt 
bei der Entwicklung dieses Tumors auch die Familienanamnese eine wichtige Rolle. Während 
sich der Großteil der kolorektalen Karzinome aus einer klassischen Adenom-Karzinom-Sequenz 
entwickelt, weisen 10 - 15 % der erkrankten Patienten eine positive Familienanamnese auf. Ist 
ein erstgradiger Verwandter an einem Kolonkarzinom erkrankt, ist im Vergleich zur allgemeinen 
Bevölkerung das Risiko etwa um das doppelt erhöht, auch ein kolorektales Karzinom zu entwi-
ckeln [9].  
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Das bei weitem höchste Risiko, an einem kolorektalen Karzinom zu erkranken, haben Patienten 
mit heriditären Syndromen, wie der familiären adenomatösen Polyposis (FAP) und dem 
heriditären non-polypösen Karzinom (HNPCC). Bei diesen Erkrankungen tritt das Kolonkarzi-
nom mit einer erhöhten Wahrscheinlichkeit schon in jüngeren Jahren auf. Vor allem für Patien-
ten, die an einer familiären adenomatösen Polyposis (FAP) erkrankt sind, ist die Prognose 
schlecht: Hat ein Patient diese Erbkrankheit, so wird er im Laufe seines Lebens zu 100% an ei-
nem Kolonkarzinom erkranken [10]. Sowohl beim Kolonkarzinom, welches sich durch die klas-
sische Adenom-Karzinom-Sequenz entwickelt, als auch bei dem hereditären kolorektalen Karzi-
nom lässt sich die Entwicklung des Tumors in der Regel durch die sogenannte „Adenom-
Karzinom-Sequenz” erklären. Diese Sequenz beschreibt die Entwicklung des Kolonkarzinoms 
über adenomatöse Vorstadien und Aquierierung von verschiedenen Mutationen über einen Zeit-
raum von ca. 10 - 15 Jahren. 
 
1.2 Therapie des metastasierten kolorektalen Karzinoms (mKRK) 
1.2.1 Systemische Chemotherapie des metastasierten kolorektalen Karzinoms 
Die vorliegende Arbeit und die dazugehörige Studie untersucht ausschließlich Patienten mit 
mKRK (UICC Stadium IV). Aus diesem Grund wird im folgenden Abschnitt ausschließlich auf 
Therapiekonzepte eingegangen, die sich auf das mKRK beziehen. 
Gemäß der aktuell gültigen S3-Leitlinie „kolorektales Karzinom“, welche aus dem Jahr 2008 
datiert, ist eine chemotherapeutische Behandlungsindikation als Erstlinienbehandlung bei Patien-
ten mit fortgeschrittenem kolorektalem Karzinom indiziert. Diejenigen Patienten, für die primär 
keine chirurgische Interventionsmöglichkeit besteht, sollten eine systemische Chemotherapie 
erhalten. Ausschließlich ein schlechter Allgemeinzustand (Karnofsky-Performance Status < 60) 
oder Kontraindikationen der zu verwendeten Substanzen stellen Ausnahmen zu einer ansonsten 
sehr breiten Indikationsstellung der systemischen Chemotherapie dar [11]. Als Chemotherapeu-
tikum der ersten Wahl wird bisher 5-Fluorouracil (5-FU) eingesetzt. 5-FU alleine konnte das 
Überleben der Patienten mit mKRK bisher von 6 Monate auf 10 Monate verlängern [3]. Eine 
Metanalyse von 19 Studien mit 3.300 Patienten zeigte nahezu eine Verdoppelung der Ansprech-
rate von 11 % auf 21% durch biochemische Modulation von 5-FU durch Folinsäure (FA). Au-
ßerdem konnte so das mediane Gesamtüberleben von 10,5 Monate auf 11,7 Monate signifikant 
(p = 0,004) gesteigert werden [12]. In den letzten Jahren haben mehreren Studien gezeigt, dass 
eine 5-FU-basierte Chemotherapie kombiniert mit neueren Substanzen, wie Irinotecan oder 
Oxaliplatin einer Monotherapie mit 5-FU überlegen ist. Sowohl das progressionsfreie Überleben 
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als auch das mediane Gesamtüberleben kann durch eine solche Kombinationstherapie verbessert 
werden [13-15]. Nachdem Irinotecan und Oxaliplatin auch in der hier untersuchten CIOX-Studie 
eingesetzt wurden, wird an dieser Stelle auf eine weitere Erklärung der Substanzen verzichtet 
und auf das Kapitel 1.2.3 verwiesen. Bei der Erstlinienbehandlung des mKRK sind die folgenden 
Kombinationsschemata gebräuchlich: 
 
Kombinationsschema Medikament und Dosierung Applikationsart Zeitschema
FOLFOX 5-FU 2400-3000 mg/m² i.v. 46 h Tag 1, Wdh Tag 14
Tournigand et al. 5-FU 400 mg/m² i.v. Bolus Tag 1, Wdh Tag 14
Folinsäure 400 mg/m² i.v. 120 min. Tag 1, Wdh Tag 14
Oxaliplatin 100 mg/m² i.v. Bolus Tag 1, Wdh Tag 14
FOLFIRI 5-FU 2400-3000 mg/m² i.v. 46 h Tag 1, Wdh Tag 14
Tournigand et al . 5-FU 400 mg/m² i.v. Bolus Tag 1, Wdh Tag 14
Folinsäure 400 mg/m² i.v. 120 min. Tag 1, Wdh Tag 14
Irinotecan 180 mg/m² i.v. 30-90 min. Tag 1, Wdh Tag 14
CAPIRI Capecitabin 1000 mg/m2 p.o. 2/d Tag 1-14, Wdh Tag 21
Koopman et al. Irinotecan 250 mg/m2 i.v. Tag 1, Wdh Tag 21
XELOX Capecitabin 1000 mg/m2 p.o. 2/d Tag 1-14, Wdh Tag 21
Cassidy et al. Oxaliplatin 130 mg/m2 i.v. 120 min Tag 1, Wdh Tag 21
CAPOX Capecitabin 1000 mg/m2 p.o. 2/d Tag 1-14, Wdh Tag 21
Porschen et al. Oxaliplatin 70 mg/m2 i.v. 120 min Tag 1 + 8, Wdh Tag 21  
Tabelle 1-1 Kombinationsschemata der Chemotherapie des metastatsierten kolorektalen 
Karzinoms 
 
1.2.2 Einordnung der CIOX- Studie in die aktuelle Studienlandschaft 
Die in Tabelle 1-1 aufgeführten Kombinationschemata sind derzeit als Erstlinienbehandlung des 
mKRK zugelassen. Vor einigen Jahren wurde zudem gezeigt, dass der monoklonale Antikörper 
Cetuximab sowohl als Einzelsubstanz als auch in Kombination mit Irinotecan Wirksamkeit zeigt, 
wenn er bei der Therapie des Irinotecan-resistenten mKRK eingesetzt wird [16]. Kürzlich konnte 
in einer Phase-III-Studie (CRYSTAL) und einer großen Phase-II-Studie (OPUS) bestätigt wer-
den, dass eine Kombination von Cetuximab mit FOLFIRI (Tabelle 1-1) oder FOLFOX (Tabelle 
1-1) als Erstlinienbehandlung des mKRK einer alleinigen Chemotherapie mit FOLFIRI oder 
FOLFOX bei Patienten mit KRAS Wildtyptumoren überlegen ist [17, 18]. 
Vor dem Hintergrund dieser aktuellen Studienerkenntnisse hat die CIOX-Studie (AIO KRK-
0104), eine randomisierte offene Phase-II-Studie, von September 2004 bis Dezember 2006 zwei 
verschiedene Patientenkollektive (insgesamt 185 Patienten) untersucht. Arm A des Patientenkol-
lektivs erhielt eine Chemotherapie bestehend aus Cetuximab, Capecitabin und Irinotecan 
(CAPIRI + CET). Arm B des Patientenkollektivs wurde mit den Cetuximab, Capecitabin und 
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Oxaliplatin behandelt (CAPOX + CET). Die CIOX-Studie hat die Effizienz und Toxizitäten von 
CAPIRI + CET und CAPOX + CET als Erstlinienbehandlung des mKRK untersucht.  
 
1.2.3 Eingesetzte Substanzen im Rahmen der CIOX-Studie 
 
Irinotecan 
Irinotecan ist ein halbsynthetisches Camptothecin-Derivat aus der Klasse der Topoisomerase-I-
interagierenden Substanzen. Im Organismus wird Irinotecan rasch zu dem aktiven Metaboliten 
SN-38 hydrolysiert. Diese Reaktion wird durch Carboxylesterasen katalysiert und spielt sich 
überwiegend in der Leber und im Gastrointestinaltrakt ab. Sowohl Irinotecan als auch sein akti-
ver Metabolit SN-38 hemmen die Topoisomerase I. Somit kommt es zur Stabilisierung des 
DNA-Topoisomerase-I-Komplexes. Dies führt dazu, dass in der Replikationsphase der Zelle 
DNA-Einzelstrangbrüche entstehen, die schließlich zum Zelltod führen. Irinotecan zeige bislang 
mit anderen beim kolorektalem Karzinom angewendeten Substanzen keine Kreuzresistenz [19]. 
In mehreren Studien (Phase I, II und III Studien) wurde der therapeutische Nutzen eine Kombi-
nationstherapie von Irinotecan mit 5-FU bzw. Folinsäure untersucht. Insgesamt konnte herausge-
funden werden, dass eine Kombinationstherapie des mKRK mit Irinotecan und 5-FU bzw. 
Folinsäure zu höheren Ansprechraten, einem längeren progressionsfreien Überleben (PFS) und 
zu einem längeren medianen Gesamtüberleben (OS) im Vergleich zu einer Monotherapie mit 5-
FU bzw. Folinsäure führt [20-24]. 
 
Oxaliplatin 
Oxaliplatin ist ein Diaminocyclohexan (DACH)-Derivat. Es ist seit September 1999 in Deutsch-
land in der Erstlinienbehandlung des metastasierten Kolonkarzinoms zugelassen. Wie das Zyto-
statikum Cisplatin bildet Oxaliplatin Quervernetzungen vor allem innerhalb der DNA-Stränge 
(„inter- und intrastrand crosslinksˮ) aus, die zur DNA-Synthesehemmung führen. Oxaliplatin 
wurde wegen des Synergismus mit 5-FU bereits früh in der klinischen Entwicklung mit 5-FU 
kombiniert. In drei Phase-III-Studien ließ sich durch die Oxaliplatin / 5-FU-
Kombinationstherapie beim  mKRK die Remissionsrate im Vergleich zu einer 5-FU / Folinsäure 
verdoppeln und das progressionsfreie Intervall um 3 Monate verlängern [13, 25, 26]. Das von de 
Gramont entwickelte FOLFOX- 
Schema, bestehend aus einer Oxaliplatin, einer 5-FU-Bolusgabe, gefolgt von einer kontinuierli-




Capecitabin (Xeloda ®) ist ein oral zu verabreichendes Flouropyrimidin-Carbamat. Es ist seit 
dem 5.Februar 2001 auf dem europäischen Markt für die Erstlinienbehandlung des mKRK zuge-
lassen. Nach oraler Aufnahme wird Capecitabin unverändert aus dem Gastrointestinaltrakt resor-
biert. Daraufhin wird Capecitabin durch mehrere enzymatische Schritte im Tumor- und Leber-
gewebe letztendlich in das zytotoxisch wirkende 5-FU umgewandelt. In zwei Phase-III-Studien 
wurde Capecitabin als Erstlinienbehandlung beim mKRK mit dem Mayo-Clinic-Schema (5-FU / 
Folinsäure) verglichen. Es zeigte sich eine höhere Ansprechrate beim Kombinationsschema, je-
doch kein Unterschied in den Überlebenszeiten. Außerdem war die Toxizität von Capecitabin 
geringer als die des Mayo-Clinic-Schemas [28, 29]. Unter diesen Aspekten wurde Capecitabin 
auch in Kombination mit Irinotecan getestet. Mehrere Phase I- und II-Studien haben diese Kom-
bination untersucht und über sehr konstante Daten für Ansprechen (38 - 47 %) und Zeit bis zur 
Progression (TTP = definiert als Zeitintervall zwischen erstem Behandlungstag und dem Nach-
weis eines Fortschreitens der Krankheit) geliefert [30-34]. 
 
Cetuximab 
Cetuximab (Erbitux ®) ist ein chimärer monoklonaler IgG1 Antikörper, der von einer rekombi-
nanten Zelllinie in Maus-Myelomzellen produziert wird [35]. Der Antikörper richtet sich gegen 
den epidermalen Wachstumsfaktorrezeptor (EGFR = Epidermal Growth Faktor Receptor). Die-
ser Rezeptor wird in gesunden Epithelzellen exprimiert. In Tumorzellen des kolorektalen Karzi-
noms ist der EGFR-Rezeptor sogar oft überexprimiert (25 - 80 % der Fälle) [35]. Die EGFR-
Signalübertragung ist beteiligt an der Kontrolle der Überlebensfähigkeit von Tumorzellen, an der 
Zellzyklusprogression und der Angiogenese [36]. Grundsätzlich wird die EGFR-Expression mit 
einer stärkeren Agressivität und einer schlechteren Prognose des kolorektalen Karzinoms in Ver-
bindung gebracht [37]. Cetuximab hemmt durch die Bindung an den EGF-Rezeptor dessen 
Funktion. Es induziert die Internalisierung und damit die Downregulierung des EGF-Rezeptors. 
Dies führt schließlich zu einer Verhinderung von Zellproliferation und Angiogenese und zu der 
Einleitung von Apoptose-induzierenden Mechanismen [38]. Der Wirkungsmechanimus des mo-
noklonalen Antikörper Cetuximab wird als „Targeted Therapieˮ (molekular gezielte Therapie), 
da Cetuximab selektiv an den EGF-Rezeptor bindet und somit dessen Funktion inhibiert. 
Zu den häufigsten Nebenwirkungen von Cetuximab gehören das akneiforme Exanthem und al-
lergische Reaktionen. Bei dem Exanthem handelt es sich um eine sterile eitrige Follikulitis. Mit 
Fortdauer der Therapie bessert sich das Exanthem. Es führt meistens nicht zu Therapieabbrüchen 
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[39]. Man nimmt an, dass das Auftreten dieses Exanthems stark mit dem Ansprechen auf eine 
Therapie mit Cetuximab korreliert [40, 41]. 
Seit Juli 2004 ist Cetuximab in Deutschland für die Therapie des EGFR-exprimierenden, meta-
stasierten Kolonkarzinoms nach Versagen einer Therapie mit Irinotecan zugelassen. Klinische 
Studien haben gezeigt, dass bei einer Monotherapie mit Cetuximab nach irinotecanhaltiger Vor-
behandlung Ansprechraten von ca. 10 % erreicht werden. Die Ansprechrate bei einer Kombina-
tion von Cetuximab mit Irinotecan liegt bei sogar 23% [16, 42]. In einer großen Phase-II-Studie 
(OPUS) wurde in jüngster Zeit die Kombination von Cetuximab mit FOLFOX untersucht, wäh-
rend in einer anderen Phase-III-Studie (CRYSTAL) Cetuximab mit FOLFIRI kombiniert wurde. 
Die Ergebnisse dieser Studien zeigten, dass eine Kombination von Cetuximab mit beiden Thera-
pieschemata in einer höheren Ansprechrate resultiert und das Risiko der Krankheitsprogression 
somit gesenkt werden kann [17, 18]. Diese Erkenntnisse sprechen stark für eine Steigerung der 
Effektivität der Erstlinienbehandlung durch Zugabe von Cetuximab. In der CIOX-Studie wurde 
die Kombination von Cetuximab mit Capecitabin – Irinotecan (CAPIRI) oder Capecitabin – 
Oxaliplatin (CAPOX) untersucht, da es bisher keine ausreichenden Angaben zur Sicherheit und 
Effektivität dieser Kombination gab. Die CIOX-Studie untersuchte, ob es Anhaltspunkte für eine 
Effektivitätssteigerung durch Cetuximab gibt und sollte, durch engmaschige Sicherheitsanalysen, 
die ausreichende Verträglichkeit des untersuchten Regimes belegen. 
Es konnte aufgrund von molekularbiologischen Untersuchungen bei Patienten mit mKRK fest-
gestellt werden, dass ein Therapieansprechen auf Cetuximab nicht zu erwarten ist, falls bestimm-
te Genmutationen im EGFR-Signalweg vorliegen. Aufgrund dessen wird im folgenden Abschnitt 
näher auf diese Erkenntnisse und den EGFR-Signalweg eingegangen. 
 
1.3 Bedeutung des EGF-Rezeptors und der sekundären 
Signaltransduktionskaskade im Zusammenhang  mit einer Cetuximab-
basierten Chemotherapie 
Der epidermale EGF (epidermal growth factor)-Rezeptor ist ein Transmembranprotein. Er gehört 
zu der Familie der erbB-Membran-Rezeptoren, einer Unterfamilie der Tyrosinkinase-
Wachstumsfaktor-Rezeptoren. Der EGF-Rezeptor ist in den letzten Jahren bei mehreren Tumor-
erkrankungen, wie dem kolorektalen Karzinom, dem nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom, dem 
Pankreaskarzinom und dem Plattenepithelkarzinom im Kopf-Hals-Bereich zu einem wichtigen 
therapeutischen Ziel geworden. Durch Bindung des EGF-Rezeptors wird eine Signaltransduktion 
in Richtung Zellkern aktiviert. Über diesen Weg werden Prozesse wie Proliferation, 
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Angiogenese, Zelldifferenzierung und Apoptose reguliert. Die folgende Grafik gibt einen Über-




Abbildung 1-2 Der EGF-Rezeptor und die durch ihn aktivierten Signalwege 
 
Durch extrazelluläre Bindung von Liganden wie EGF (epidermal growth factor) oder dem TGF-
α (transforming growth factor α) wird der Rezeptor aktiviert. Es kommt zur Homodimerisierung 
des Rezeptors und daraufhin zur Autophosphorylierung der Rezeptor-Tyrosinkinase. Dadurch 
werden mehrere Signalkaskaden im Inneren der Zelle in Gang gesetzt, die eng miteinander ver-
bunden sind. Die wichtigsten fünf sind (Abbildung 1-2): der RAS (rat sarcoma)-RAF (rat 
fibrosarcoma)-Signalweg, der Phospholipase C-Signalweg, der PIK3CA (phosphoinositol-3-
kinase) / AKT (proteinkinase B)-Signalweg, der STAT (signal tranducers and activators of 
transcriptions)-Signalweg und der SRC (sarcoma) / FAK (focal adhesion kinase)-Signalweg. Die 
Schlüsselrolle in Bezug auf Zellproliferation und Zellüberleben spielt der RAS-RAF-Signalweg. 
Durch Phosphorylierung der EGFR-Tyrosinkinase wird KRAS (kirsten rat sarcoma)-Protein ak-
tiviert. Das KRAS-Protein gehört zu der ras-Proto-Onkogen-Familie. Es ist an der inneren Plas-
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mamembran lokalisiert und besitzt GTPase Aktivität [43]. Im aktiven Zustand hat das KRAS-
Protein GTP (guanosine triphosphate) gebunden und kann in diesem Zustand das Wachstums-
signal in Richtung Zellkern weiterleiten. Die weitere Signaltransduktion erfolgt über RAF, ge-
nauer gesagt BRAF. BRAF gehört zu den RAF-Proteinen, eine Familie von Serin / 
Threoninproteinkinasen. Durch BRAF werden MEK (mitogen-activated kinase) und ERK 
(extracellular signal-regulated kinase) aktiviert und dies führt letztendlich zur Transkription von 
Genen im Zellkern, die das Wachstum und die Proliferation der Zelle regulieren. Auch der 
PIK3CA / AKT-Signalweg und der SCR / FAK-Signalweg  sind an der Regulierung der Zellpro-
liferation beteiligt.  
Aufgrund der wichtigen Funktionen der durch den EGF-Rezeptor aktivierten Signalkaskaden, ist 
es von großer Bedeutung, falls eines oder mehrere Schlüsselgene der einzelnen Signalwege mu-
tiert sind. So treten onkogene KRAS Mutationen in etwa 40 % aller mKRK auf [17, 18, 44, 45]. 
Diese Punktmutation des Protoonkogens befindet sich zu 98,4 % auf Codon 12 und 13, die Rest-
lichen auf Codon 61 und 146 des KRAS Gens [46]. Eine Mutation des KRAS Gens führt zu ei-
ner Autoaktivierung des Signalweges, der dem KRAS-Protein nachgeschaltet ist. Es konnte in 
den vergangenen Jahren in mehreren Studien, die an Patienten mit mKRK durchgeführt wurden, 
retrospektiv gezeigt werden, dass eine Behandlung mit dem EGF-Rezeptor-Antagonist 
Cetuximab bei KRAS-mutierten Tumoren ineffektiv ist [47-50]. Diese Erkenntnisse wurden 
durch die CRYSTAL-Studie und eine OPUS-Studie bestätigt. Die CRYSTAL-Studie verglich 
eine Chemotherapie mit 5-Fluorouracil und Irinotecan (FOLFIRI) mit und ohne Kombination 
mit Cetuximab. Es konnte bei 540 der 1198 Patienten der KRAS Mutationsstatus des mKRK 
bestimmt werden, wobei bei 36 % der Patienten der Tumor ein mutiertes KRAS Gen aufwies. 
Die Zugabe von Cetuximab zu FOLFIRI bewirkte bei Patienten mit KRAS Wildtyptumoren eine 
signifikante Verlängerung des PFS (9,9 versus 8,7 Monate) und eine Erhöhung der Remissions-
rate (59 % versus 43 %) [18]. Bei Patienten mit einer KRAS mutierten Tumoren konnte jedoch 
keine Wirkung durch die Zugabe von Cetuximab beobachtet werden. Sehr ähnliche Ergebnisse 
wurden auch in der OPUS-Studie erzielt, die eine Oxaliplatin-basierte Chemotherapie 
(FOLFOX) mit Cetuximab kombinierte und diese mit einer alleinigen FOLFOX-Behandlung 
verglich. In dieser Studie induzierte die Zugabe von Cetuximab bei Patienten mit KRAS mutier-
ten Tumoren eine siginifikant niedrigere PFS (5,5 versus 8,6 Monate) und eine verringerte Re-
missionsrate (33 % versus 49 %) als unter der alleinigen Chemotherapie [17]. Diese Erkenntnis-
se weisen sehr stark darauf hin, dass Patienten, deren Tumore eine Mutation auf dem KRAS Gen 
aufweisen, nicht von einer Behandlung mit Cetuximab profitieren. 
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Das BRAF Protein, welches in der Signaltransduktionkaskade dem KRAS Protein folgt 
(Abbildung 1-2) ist bei 7-11 % der Patienten mit kolorektalen Karzinom mutiert. Fast alle Muta-
tionen liegen auf Exon 15 (Codon 600) [44, 45, 51]. Eine Mutation des BRAF Gens entkoppelt 
dieses vom Aktivitätsstatus des EGF-Rezeptors und des KRAS Gens. Interessant ist, dass sich 
KRAS und BRAF Mutationen, abgesehen von ein paar sehr wenigen Ausnahmen, gegenseitig 
ausschließen [52, 53]. Ob eine BRAF Mutation ebenfalls ein negativer Prädiktor für ein Anspre-
chen auf eine Therapie mit Cetuximab ist, ist derzeit Gegenstand der wissenschaftlichen Diskus-
sion [54]. Eine aktuelle retrospektive Studie, die eine Kohorte von 132 Patienten untersucht hat, 
konnte die Einschränkung des Therapieansprechens bei Patienten mit BRAF mutierten Tumoren 
verdeutlichen. Keiner der Tumore der Patienten, die hier auf eine Cetuximab-basierte Therapie 
ansprachen, zeigte eine Mutation des BRAF Proteins, während bei 11 Patienten (14%), die nicht 
auf diese Therapie ansprachen, der Tumor eine Mutation auf dem BRAF Gen aufwies [55]. Au-
ßerdem konnte festgestellt werden, dass Patienten mit BRAF mutierten Tumoren eine deutlich 
schlechtere Prognose zeigen als Patienten mit BRAF Wildtyptumoren [56, 57]. 
Abgesehen von dem RAS-RAF-Signalweg aktiviert der EGF-Rezeptor auch den PIK3CA / AKT 
Signalweg. PIK3CA Mutationen können bei 13-16% der Patienten gefunden werden. Sie befin-
den sich auf Exon 9 und Exon 20 des Onkogens, zum größten Teil jedoch auf Exon 9 [58, 59]. 
Es konnte durch Analysen gezeigt werden, dass KRAS / BRAF Mutationen und PIK3CA Muta-
tionen sich nicht gegenseitig ausschließen, sondern gleichzeitig auftreten können [60, 61]. Studi-
en aus jüngster Zeit deuten darauf hin, dass eine Mutation von PIK3CA ebenfalls mit einer 
schlechten Ansprechrate auf eine Cetuximab-basierte Chemotherapie in Verbindung gebracht 
werden kann [54, 58]. Somit könnte prinzipiell auch PIK3CA, genauso wie KRAS und BRAF 
als prädiktiver Marker für das Ansprechen auf eine Therapie mit dem monoklonalen Antikörper 
Cetuximab angesehen werden. Hingegen ist über Mutation AKT, welche PIK3CA im Signalweg 
nachgeschaltet ist, sehr wenig bekannt. Es ist berichtet worden, dass eine Mutation von AKT bei 
ca. 6 % der Patienten mit kolorektalem Karzinom auftritt. Auch über den prädiktiven Wert des 
SRC / FAK-Signalwegs ist bisher wenig erforscht worden. Die Expression und die Aktivität  der 
Tyrosinkinase SRC ist in über 80 % der kolorektalen Karzinome gesteigert. SRC wird mit einem 
schnellerem Fortschreiten und einer erhöhten Metastasierungsrate des Kolonkarzinoms in Ver-
bindung gebracht [62]. Die klinische Relevanz einer AKT Mutation oder einer SRC Überexpres-
sion im Zusammenhang mit einer Cetuximab-basierten Chemotherapie ist jedoch zum aktuellen 
Zeitpunkt noch nicht einschätzbar. 
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1.4 Ziele der Arbeit 
Ziel dieser Arbeit ist es, die Bedeutung der einzelnen Genmutationen des EGFR-Pathways im 
Hinblick auf die objektive Ansprechrate (ORR= Overall Response Rate), progressionsfreies 
Überleben (PFS = Progression Free Survival) und Gesamtüberleben (OS = Overall Survival) 
darzustellen. Hierzu wurde eine molekularbiologische Klassifikation von 147 Patienten mit 
mKRK durchgeführt, welche im Rahmen der CIOX-Studie behandelt wurden.  
Es wurden die folgenden Gene molekularbiologisch bestimmt und untersucht:  
 KRAS Codon 12 
 KRAS Codon 13 
 KRAS Codon 61 
 KRAS Codon 146 
 BRAF Exon 11 
 BRAF Exon 15 
 PIK3CA Exon 9 




Ein weiteres Zeil der Arbeit war es, die Unterschiede hinsichtlich der Bedeutung einzelner Muta-
tionen auf die Auswahl des chemotherapeutischen Backbones (Irinotecan vs. Oxaliplatin) zu 
beurteilen und miteinander zu vergleichen. 
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2 Material und Methoden 
2.1 Material 
2.1.1 Patienten und Therapieschema 
Im Zeitraum von September 2004 bis Dezember 2006 wurden insgesamt 185 Patienten mit 
mKRK in die CIOX Studie (AIO KRK-0104) eingeschlossen. Bei der CIOX-Studie handelt es 
sich um eine randomisierte, offene multizentrische Phase II-Studie. 
 
Einschlusskriterien, um an der Studie teilnehmen zu können, waren die Folgenden: 
 
 Unterzeichnete, schriftliche Einverständniserklärung zur Teilnahme nach erfolgter Auf-
klärung 
 Alter der Patienten: 18 - 75 Jahre 
 Histolologisch nachgewiesenes Adenokarzinom des Kolons (UICC Stadium IV) 
 Messung der EGFR- Expression (das Ergebnis der Analyse musste bei Randomisation 
nicht vorliegen) 
 Karnofsky Perfomance Status ≥ 70 % 
 Lebenserwartung ≥ 3 Monate 
 Vorliegen von mindestens einer messbaren Läsion nach RECIST (längster Durchmesser 
mindestens 20 mm, Läsion nicht in einem bestrahlten Gebiet) 
 Wirksame Kontrazeption bei Männern und Frauen, falls die Möglichkeit einer Schwan-
gerschaft / Zeugung besteht 
 Keine vorherige Therapie mit Topoisomerase-1 Inhibitoren  
 Keine vorherige den EGF-Rezeptor betreffende Therapie mit monoklonalen Antikörpern, 
Inhibtoren der Signalübertragung oder mit anderen auf den EGF-Rezeptor abzielenden 
Therapien 





 Andere gleichzeitige Behandlung des kolorektalen Karzinoms (außer mit Studienmedika-
tion) 
 Z.n. Myokardinfarkt 
 Niereninsuffizienz (Kreatinin-Clearance < 30 ml/min) 
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 Chronisch entzündliche Darmerkrankungen 
 Bekannte oder vermutete Hirnmetastasen 
 Bekannter Alkohol- oder Drogenmissbrauch 
 Akuter oder subakuter Darmverschluss 
 Kontraindikation oder bekannte Unveträglichkeit gegen eine der als Studienmedikation 
verabreichten Substanzen 
 Fehlende oder eingeschränkte Geschäftsfähigkeit 
 
Im Rahmen der zwei Chemotherapieschemata wurden die jeweiligen Substanzen als Erstlinien-
behandlung in folgenden Dosierungen pro Zyklus (21 Tage) verabreicht: 
 
Cetuximab  = Initialdosis von 400 mg/m² KÖF als 120-minütige intravenöse Infusion, gefolgt        
                        von einer 60 minütigen intravenösen Infusion von 250 mg/m² KÖF 
Capecitabin = Arm A: 800 mg/m² KÖF per os Tag 1 – 14, gefolgt von einer einwöchigen Pause 
 Arm B: 1000 mg/m² KÖF per os Tag 1 – 14, gefolgt von einer einwöchigen  
 Pause 
Irinotecan = 200 mg/m² KÖF als 30-minütige Infusion an Tag 1 
Oxaliplatin = 130 mg/m² als 120-minütige Infusion an Tag 1 
 
Bei Patienten, die über 65 Jahre alt waren, wurden die Dosierungen von Irinotecan und 
Capecitabin um 20 % reduziert. Ob der Tumor auf diese Behandlung ansprach, wurde alle zwei 
Zyklen (alle sechs Wochen) von den Untersuchern mittels CT oder MRT beurteilt. Das Überle-
ben der Patienten wurde alle drei Monate mindestens zwei Jahre lange kontrolliert. Die intenti-
on-to-treat (ITT) Population der Studie umfasste alle Patienten, die mindestens zu einem Zeit-
punkt eine Chemotherapie erhalten hatten. Die assessable-for-efficacy (AFE) Population des 
Patientenkollektivs wurde definiert als die Patienten, die eine weiterführende Behandlung inner-
halb der Studie auch nach der ersten Tumorbeurteilung erhielten.   
Primärer Endpunkt der Studie war die objektive Ansprechrate (Overall Response Rate = 
Complete Response + Partial Response) des Tumors auf die angewandte Therapie. 
Sekundäre Endpunkte waren die Zeit bis zur Progression (definiert als Zeitintervall zwischen 
erstem Behandlungstag und erstem Nachweis eines Fortschreitens der Krankheit), die Krank-
heitskontrollrate (Disease Control Rate = Overall Response Rate plus Stable Disease) und die 
Beurteilung der Grad drei und vier Toxizität (nach National Cancer Institute - Common Toxicity 
Criteria for Adverse Events Version 3.0). 
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2.1.2 Probengewinnung 
Nach Abschluss der Studie im Jahre 2006 konnten  von 155 Patienten (etwa 80% der Studienpo-
pulation) Tumorproben gesammelt werden. Die in Paraffin eingebetteten, formalinfixierten Tu-
morblöcke wurden von 35 verschiedenen pathologischen Instituten aus ganz Deutschland einge-
schickt. Es handelte sich entweder um Tumorresektate oder Biopsien. 
Die Genehmigung, den KRAS Mutationsstatus und vergleichbare Veränderungen der EGFR-
abhängigen Signaltransduktion der vorhandenen Tumorproben im Rahmen der CIOX-Studie 
nachzubestimmen, wurde von der Ethikkomission der Ludwig-Maximilian-Universität München 




Um die Mutationsanalysen durchführen zu können, wurden zunächst von den eingesandten Tu-
morblöcken 4 µm dünne Paraffinschnitte hergestellt. Pro Gewebeprobe wurden jeweils 12 
Schnitte angefertigt und diese auf Objektträgern fixiert. Von den 12 Schnitten wurde  jeweils ein 
Paraffinschnitt mit einer Hämatoxylin-Eosin-Färbung versehen. Hierbei wurde der relevante 
Tumoranteil detektiert und markiert. Zur weiteren Probenverarbeitung musste das Material 
entparaffiniert werden. Dazu wurden die Objektträger  zunächst zweimal 15 Minuten in reines 
Xylol gegeben und danach dreimal 10 Minuten in reinen Alkohol gegeben. Somit lag das Gewe-
be frei und stand zur weiterführenden Diagnostik zur Verfügung. 
Die Zusammensetzung der verwendeten Reagenzien und Puffer sind im Anhang (7) aufgeführt. 
Im Folgenden werden, der besseren Lesbarkeit halber, nur die Puffer und Reagenzien benannt. 
 
2.2.2 DNA-Isolierung und Aufarbeitung 
Das für die DNA-Extraktion vorgesehene Tumorgewebe wurde, wie zuvor beschrieben, auf dem  
Hämatoxylin-Eosin-Schnitt markiert und daraufhin mittels Mikrodissektion per Hand aus dem 
entparaffiniertem Leerschnitt herausgelöst. Dieses Tumorgewebe wurde in ein mit gepufferter 
Proteinase Lösung gefülltes Eppendorf-Gefäß überführt. Die Lösung besteht aus jeweils 180 µl 
ATL Puffer und 20 µl Proteinase K und dient der Gewebelyse. Hierzu wurde ein kommerziell 
erhältliches Kit der Firma Qiagen genutzt. Nach diesem Schritt wurde das Gewebe über Nacht  
in einem Thermomixer inkubiert. Die DNA-Proben wurden hierbei zunächst 5 Stunden auf 56°C 
erhitzt und danach 23 Stunden lang konstant auf Raumtemperatur (23 °C) gehalten. Der Ther-
momixer ist durch dieses Programm in der Lage, die Gewebeproben zu mischen und gleichzeitig 
zu temperieren. Am darauffolgenden Tag wurde das Gewebelysat mit Hilfe des bereits etablier-
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ten DNAeasy Systems der Firma Qiagen aufgereinigt, welches ebenfalls Bestandteil des oben 
erwähnten Kits ist. 
Bei dieser Methode wurden ATE Puffer (Waschpuffer), AL Puffer (Lysepuffer), AW 1 Puffer 
(Waschpuffer), AW 2 Puffer (Waschpuffer) und 100 % Alkohol mit den in Proteinase gelösten 
Gewebeproben in den Qiacube der Firma Qiagen gegeben. Nach Durchführung gemäß den An-
gaben des Herstellers stand am Ende die durch ein einstündiges Programm gereinigte DNA zur 
Verfügung. Die purifizierte DNA wurde daraufhin bis zur weiteren Verarbeitung bei -20 °C ge-
lagert. 
2.2.3 PCR 
Die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR = polymerase chain reaction) bietet die Möglichkeit, in 
vitro eine spezifische Nukleinsäuresequenz exponentiell zu vervielfältigen. Sogar bei Vorliegen 
einer einzelnen Kopie einer DNA-Matrize (Template), kann diese mittels PCR amplifiziert wer-
den. 
Verwendet wird hierbei eine hitzestabile DNA-Polymerase aus Thermus aquaticus (die soge-
nannte Taq-Polymerase) sowie ein jeweils sequenzspezifisches Oligonukleotid-Primerpaar. 
Das Prinzip der PCR lässt sich durch drei Reaktionszyklen beschreiben: 
Zunächst wird die Doppelstrang-DNA auf 95 °C erhitzt und somit denaturiert. Anschließend 
hybridisieren die Primer, die komplementär zu der zu untersuchenden DNA-Sequenz oder deren 
Komplementärstrang sind, an die DNA. Dies geschieht bei Temperaturen zwischen 40 °C und 70 
°C. Im letzten Schritt wird die DNA bei 72 °C durch die thermostabile Taq-Polymerase 
elongiert. Diese Vorgänge werden mehrfach durchlaufen, sodass im Idealfall eine exponentielle 
Vervielfältigung des DNA-Fragments zwischen den beiden Primern daraus resultiert. 
2.2.4 PCR-Durchführung 
Für die Durchführung der PCR musste zunächst ein Mastermix angesetzt werden. 
Dieser Mastermix setzte sich bei jedem zu untersuchenden Zielgen aus den gleichen Bestandtei-
len zusammen. Er enthält die für die PCR notwendigen Puffer und Nukleinsäuren, sodass vor der 
PCR nur noch die Taq-Polymerase und die spezifischen Primer zugesetzt werden müssen. Der 
Mastermix wurde für jedes zu untersuchende Gen nach einer bereits etablierten, standardisierten 
Methodik (SOP = standard operation procedure) der Diagnostik des Pathologischen Instituts der 
Ludwig-Maximilian-Universität München angesetzt. Genutzt wurde auch hier ein kommerziell 
erwerbliches Kit der Firma Qiagen. 
Der Mastermix setzte sich aus folgenden Bestandteilen zusammen: 
 H2O (Aqua.dest)  
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 PCR Puffer (containing 15 mM MgCl2) 
 dNTP’s (Desoxyribonukleosidtriphospate) 
Als Template dienten jeweils 2 µl der zu untersuchenden DNA. 
Tabelle 2-1 gibt eine Übersicht der verwendeten Elemente zur späteren Durchführung der PCR. 
Sie bezieht sich auf einen Ansatz für 24 DNA Proben. Zuzüglich zu den DNA Proben von 24 
verschiedenen Patienten wurde jeweils eine Positivkontrolle mit einer Human Genomic Male 
DNA durchgeführt und eine Negativkontrolle mit H2O (Aqua.dest). Daher wurde der Mastermix 
jeweils für 26 Proben angesetzt (Tabelle 2-1). 
 
Probe Mastermix
Menge Einheit Menge Einheit Menge in µl Menge in µl
H2O 30,2 785,2
10fach Puffer 10 x 1 x 4 104
MgCl2 25 mM 1,5 mM 2,4 62,4
dNTP 20 mM 0,2 mM 0,4 10,4
Primer-Mix 20 µM 0,4 µM 0,8 20,8
Taq-Polymerase 5 U/µl 1 U/µl 0,2 5,2
Σ 38 Σ 988
Ausgangskonzentration Endkonzentration
Reagenz
dNTP = Desoxyribonucleosidtriphosphat, 10xbuffer = PCR Puffer 
Tabelle 2-1 Mastermix  
 
Von dem hergestellten Mastermix wurden jeweils 38 µl mit 2 µl DNA in dafür vorgesehene 
Tubes überführt. Die so gewonnene Lösung wurde daraufhin für 2½ Stunden in den 
Thermocycler gegeben, in dem die PCR erfolgte. Der Thermocyler durchläuft in dieser Zeit 50 








1 1sec 20°C  
Tabelle 2-2 Zyklen der PCR 
Die Schmelztemperatur (TM) des Primers musste bei den verschiedenen zu untersuchenden Ge-
nen im Thermocycler eingestellt werden. Die Schmelztemperatur ist abhängig von Länge und 
Sequenz des jeweiligen Primers. Die genaue Bestimmung der Schmelztemperatur ist wichtig, um 
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die spezifische Anlagerung der jeweiligen Primer an die DNA zu gewährleisten (Hybridisie-
rungsprozess der PCR).  
Bei den Genen SRC, KRAS 61, KRAS 146, PIK3CA Exon 9, PIK3CA Exon 20 und AKT war 
die im Thermocycler einzustellende Schmelztemperatur noch nicht bekannt und musste daher 
anhand eines PCR Optimierungsprotokolls herausgefunden werden. Bei diesem Protokoll wurde 
ebenfalls ein Mastermix nach dem zuvor beschriebenen Schema (Tabelle 2-1) angesetzt. Hinzu-
gefügt wurder der jeweilige Primer (Tabelle 2-3). Als Template wurden jeweils 2 µl Human 
Genomic Male DNA mit 8µl des Mastermixes in acht dafür vorgesehene Tubes gefüllt. In dem 
Thermocycler wurde nun ein ca. dreistündiges Gradientenprogramm gestartet, welches die PCR 
mit acht verschiedenen Schmelztemperaturen durchläuft. Durch Überprüfung mittels eines Aga-
rosegels konnte daraufhin sichtbar gemacht werden, bei welcher Temperatur die PCR am erfolg-
reichsten war. 
 
Gen Primer Sequenz Firma






KRAS Codon 61 A2213 KRAS 61-F-Loupakis Fwd_5‘-CAGACTGTGTTCTCCCTTCTCA-3‘ Biomers
A2214 KRAS 61-R-BIO-Loupakis Rev_5‘-CTCATGTACTGGTCCCTCATTG-3‘
KRAS Codon 146 A2269 KRAS 146 #2-U Fwd_5‘-AGGCTCAGGACTTAGCAAGAAGTT-3‘ Biomers
A2270 KRAS 146#2-L-BIO Rev_5‘-GCATAATTGAGAGAAAAACTGATATATTAAATG-3‘
BRAF Exon 11 A1951 BRAF-Ex11-Pyro-F1-BIO Fwd_5’-CAGTGGGACAAAGAATTGGATCTG-3’ Biomers
A1952 BRAF-Ex11-Pyro-R1 Rev_5’-CCATGCCACTTTCCCTTGTAGA-3’
BRAF Exon 15 A1954 BRAF-Ex15-Pyro-F1 Fwd_5’-TGAAGACCTCACAGTAAAAATAGG-3’ Biomers
A1955 BRAF-Ex15-Pyro-R1-BIO Rev_5’-TCCAGACAACTGTTCAAACTGAT-3’
AKT A2079 AKT-F8-BIO Fwd_5’-GTGTGCGTGGCTCTCACC-3’ Biomers
A2080 AKT-R1 Rev_5’-GCCGCCAGGTCTTGATGTAC-3’
SRC A2064-cSRC-F1 Fwd_5’-GTCCACCGACCCCAGTA-3’ Biomers
A2065-cSRC-R3-BIO Rev_5’-AGCCGAGAAGCCGGTCTG-3’
PIK3CA Exon 9 A2328-PIK3CA-Ex9-F Fwd_5’-AACAGCTCAAAGCAATTTCTACACG-3’ Biomers
A2329-PIK3CA-R-BIO Fwd_5’-ACCTGTGACTCCATAGAAAATCTTT-3’
PIK3CA Exon 20 A2331-PIK3CA-Ex20-F Fwd_5’-CAAGAGGCTTTGGAGTATTTCA-3’ Biomers
A2332-PIK3CA-Ex20-R-BIO Rev_5’-CAATCCATTTTTGTTGTCCA-3’
 
KRAS = kirsten rat sarcoma, RAF = b-rat fibrosarcoma, AKT = proteinkinase B, SRC = sarcoma, PIK3CA = 
phoshoinositol-3-kinase  
Tabelle 2-3 Verwendete Primer für die PCR 
 
* Im Fall von KRAS Exon2 basiert die Reaktion auf zwei verschiedenen PCRs, die durch die in 
entgegengesetzter Richtung laufenden Primer nach Ogino und Poehlmann generiert wird.    
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2.2.5 Überprüfung der PCR mittels Gelelektrophorese 
Zur Überprüfung einer erfolgreichen PCR wurde das jeweilige PCR Produkt auf ein Agarosegel 
aufgetragen. Zur Herstellung eines solchen Gels wurde zunächst 2 g Agarose zusammen mit 100 
ml TBE-Puffer in einen Glaskolben gegeben. Dieser wurde daraufhin für 2 min bei 60 Watt in 
der Mikrowelle erhitzt. Danach wurde zusätzlich 3 µl Ethidiumbromid (EtBr) dazugegeben und 
die flüssige Gellösung in den dafür vorgesehenen Gelständer gegeben. Während das Gel sich 
verfestigte, wurden die DNA-Proben vorbereitet. Hierzu wurden jeweils ca.8 µl PCR Produkt 
(DNA) mit 1,5 µl Loading Dye  in ein Tube überführt. Der sogenannte Loading Dye ist ein 
glycerinhaltiger Ladepuffer, der die DNA-Proben beschwert und somit dafür sorgt, dass diese im 
Agarosegel stärker nach unten sinken. Außerdem ist es durch diesen Ladepuffer möglich, den 
farblichen Verlauf der DNA-Proben auf dem Gel zu verfolgen. 
Nach diesem Schritt wurden jeweils 5 µl Probe aus den vorbereiteten Tubes in kleine Taschen 
des inzwischen verfesteten Gels gegeben. An die beiden Ränder wurde 100bp Plus DNA Ladder 
0,1 µg/ml gegeben. Dies ist ein Standardmarker mit einer Länge von 100 Basenpaaren zum Ver-
gleich des Laufs der DNA Proben auf dem Gel. Nun wurde eine 80 Volt Spannung angelegt und 
die Auftrennung der DNA-Fragmente aufgrund ihrer Größe gestartet.  Nach ca. einer Stunde war 
das Gel durchgelaufen. Als bildgebendes Gerät wurde eine Kamera mit Weiß-und UV-Licht 
(Alpha Innotech, vertrieben von Biorad) benutzt, um das Ergebnis fotographisch festzuhalten. 
Abbildung 2-1 zeigt ein Beispiel eines Gels mit insgesamt sieben verschiedenen DNA-Proben. Je 





Abbildung 2-1 Beispiel einer Gelelektrophorese mit sieben DNA-Proben 
 
2.2.6 Pyrosequenzing 
Bei einem positiven Ergebnis der Gelelekrophorese wurde das PCR-Produkt weiter verarbeitet 
und mittels Pyrosequenzer sequenziert. Die Methode des Pyrosequenzings basiert auf der Syn-
these eines DNA-Gegenstrangs durch die DNA-Polymerase. Hierbei werden von der DNA-
Polymerase nacheinander die einzelnen Nukleotide an den neu synthetisierten DNA-Strang an-
gehängt. Der erfolgreiche Einbau des passenden Nukleotids wird durch ein Enzymsystem unter 
Beteiligung der Luziferase in einen Lichtblitz umgesetzt, der von einem Detektor erfasst wird. 
Die Verlängerung des DNA-Stranges erfolgt auf diesem Wege mit Hilfe des 
Sequenzireungsprimers (Tabelle 2-6) und durch Zugabe des Nukleosidtriphosphates mit der je-
weils passenden Base Adenin (A), Guanin (G), Cytidin (C), oder  Thymin (T). Genutzt wurde 
ein kommerziell erwerbliches Pyrosequencing Kit der Firma Biotage. 
Die Durchführung des Pyrosequenzings erfolgte anhand eines bereits bekannten Protokolls der 
Pathologie der LMU München. Hierbei wurde zunächst ein Mastermix aus sogenannten Beads , 
welche die DNA-Proben binden und immobilisieren, zusätzlichem Binding Buffer und destillier-
tem Wasser hergestellt. Währenddessen wurde der passende Sequenzierungsprimer (Tabelle 2-6) 
nach Protokol mit Annealing Buffer vermischt. Eine Übersicht des Sequenzierungsprotokolls des 












Menge in µl Menge in µl
beads 2 52





beads = Streptavidin Sepharose, siehe Anhang 
 
Tabelle 2-4 PCR-Produkte 
 
Probe Mastermix
Menge in µl Menge in µl
primer (10x; 3 µM) 2,5 65




Tabelle 2-5 Primeransatz 
 
Die Berechnung bezog sich auch hier auf 26 DNA-Ansätze. Jedoch wurden pro Sequenzierungs-
lauf nur jeweils 22 PCR-Protokolle, eine Positivkontrolle und eine Negativkontrolle sequenziert. 
Nach Ansetzen des Mastermixes (Tabelle 2-4) wurden 65 µl von diesem mit jeweils 15 µl DNA 
in vorhergesehene Tubes überführt. Vor Ansetzen des Primers (Tabelle 2-5) wurden jeweils 3 µl 
des passenden Primers mit 97 µl Annealing Buffer verdünnt. Danach konnte der Mastermix für 
den Primer angesetzt werden (Tabelle 2-5), von dem jeweils 25 µl in vorhergesehene Tubes ge-
füllt wurden. 
Nach diesem Schritt konnten die PCR-Produkte durch Ausführung des von der Firma Biotage 
vorgegebenen  PyroMark Q24  Plate Systems mit dem jeweiligen Primer auf einer  dafür vorge-
sehenen Tube-Plate zusammengeführt werden. Dieser hergestellte Mix musste nun für zwei Mi-
nuten auf einer Heizplatte auf 80 °C erhitzt werden. Dies dient der Denaturierung des DNA-
Doppelstrangs in zwei Einzelstränge, da nur so die DNA-Polymerase an die DNA hybridisieren 
und diese vervielfältigen kann. Danach wurde die sogenannte  Kartusche des Pyrosequenzers 
(PyroMark Q24, Firma: Biotage) mit den folgenden Bestandteilen des Pyrosequenzierung-Kits 
beladen: 
119 µl Substrat, 119 µl Enzym und jeweils vier passenden Basen Adenin, Guanin, Cytidin, 
Thymin. Jeder dieser Bestandteile hatte seine vorgegebene Position in der Kartusche (Abbildung 
2-2). 
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Enzym  Adenin Substrat
Thymin Cytidin
Guanin
    Label
 
Abbildung 2-2 Belegung der Kartusche 
 
Nun konnten die beladene Kartusche und die Reagenzgefäßplatte, bestehend aus PCR-Produkt 
und Primer, in den Pyrosequenzer gegeben und das Sequenzierunsprogramm gestartet werden. Je 
nach Art des zu untersuchenden Gens war das Programm innerhalb von zwanzig bis dreißig Mi-
nuten durchgelaufen. 
Mit Hilfe einer zum Pyrosequenzer zugehörigen Software (PyroMark Q24, 2.0.6) war man letzt-
endlich in der Lage, die Sequenz des jeweiligen Gens zu analysieren. Die Höhe der erzeugten 
Peaks der jeweiligen Base durch die vorausgegangene Lichtreaktion gibt Aufschluss über die 
Abfolge der einzelnen Basen und damit über das Vorhandensein einer Mutation. Die Ergebnisse 










KRAS Codon 61 A2215-KRAS61-S-Loupakis 5‘-ATATTCTCGACACAGCAG-3‘
Biomers
KRAS Codon 146 A2271-KRAS146#2-S 5‘-AATTCCTTTTATTGAAACAT-3‘
Biomers
BRAF Exon 11 A1953-BRAF-Ex11-Pyro-S1 5’-ACTTTCCCTTGTAGACTGT-3’
Biomers






PIK3CA Exon 9 A2330-PIK3CA-Ex9-S2 5’-CTACACGAGATCCTCTCTC-3’
Biomers
PIK3CA Exon 20 A2330-PIK3CA-Ex20-S2 5’-GTTGTCCAGCCACCA-3’
Biomers






KRAS = kirsten rat sarcoma, RAF = b-rat fibrosarcoma, AKT = proteinkinase B, SRC = sarcoma, PIK3CA = 
phoshoinositol-3-kinase  
Tabelle 2-6 Verwendete Primer für das Pyrosequenzing 
  
2.2.7 Statistik: 
Alle statistischen Berechnungen wurden mit dem Statistikprogramm SPSS PASW 18.0 (SPSS 
Inc., Chicago, Illinois) durchgeführt. Primäres Ziel war es, die untersuchten Mutationen als Prä-
diktor für die Gesamt-Ansprechrate (Overall Response Rate) und die Kontrollrate (Disease 
Control Rate) zu beurteilen. Aus diesem Grund wurden die Ansprechraten der verschiedenen 
Gruppen durch den exakten Test nach Fisher ausgerechnet. Sekundäre Endpunkte waren hier das 
progressionsfreie Überleben (PFS = Progression Free Survival) und das Gesamtüberleben (OS = 
Overall Survival). 
Die Überlebenszeiten wurden mittels Kaplan-Meyer-Diagrammen dargestellt und Unterschiede 
zwischen den Gruppen mittels logrank-Test untersucht. Differenzen in den Ansprechraten wur-
den mittels exaktem Test nach Fisher zweiseitig auf statistische Signifikanz gestestet.  
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3 Ergebnisse 
3.1 DNA-Extraktion und Probenverarbeitung 
Von den 185 Patienten, die von September 2004 bis Dezember 2006 an der CIOX-Studie teilge-
nommen haben, konnten insgesamt 155 Tumorproben gesammelt werden. Bei der Probenverar-
beitung stellte sich bei 8 Proben heraus, dass kein Tumor im Gewebeblock vorhanden war. In-
folgedessen wurden diese Proben nicht weiter verarbeitet und von der Mutationsanalyse ausge-
schlossen. Die DNA-Extraktion mittels Mikrodissektion am Mikroskop erfolgte bei den restli-
chen 147 Tumorproben ohne Probleme. Auch die Aufreinigung der DNA durch das DNAeasy 
System und die Durchführung der PCR konnten mit Hilfe der bereits etablierten, standardisierten 
Methodik der Diagnostik des pathologischen Instituts der Ludwig-Maximilian-Universität Mün-
chen erfolgreich durchgeführt werden. Vor Ablauf der PCR im Thermocycler musste die 
Schmelztemperatur der Gene bestimmt werden. Bei den Genen KRAS Exon 12, BRAF Exon 11 
und BRAF Exon 15 war die einzustellende Temperatur durch etablierte Protokolle bereits be-
kannt. Sie betrug in allen vier Fällen 60 °C. Bei den Genen SRC, KRAS Codon 61, KRAS 
Codon 146, PIK3CA Exon 9, PIK3CA Exon 20 und AKT musste die Schmelztemperatur ermit-
telt werden. Durch das PCR-Optimierungsprogramm und ein dreistündiges Gradientenporgramm 
im Thermocycler (2.2.4) konnte schließlich durch Durchführung eines Agarosegels bestimmt 
werden, welche Schmelztemperatur für die verschiedenen Gene geeignet war. Abbildung 3-1 
zeigt das Agarosegel, durch welches die Schmelztemperatur von Pi3CA Exon 9 bestimmt wurde. 
Man erkennt deutlich die gut sichtbare Bande der DNA-Probe bei 59,9 °C. Aus diesem Grund 














Abbildung 3-1 Agarosegel zur Bestimmung der Schmelztemperatur von PIK3CA Exon 9 
 
Nach der Ausführung dieser Schritte ließen sich folgende Schmelztemperaturen für die einzelnen         
Gene ermitteln:  
Gen TM
SRC 58 °C
KRAS 61 58 °C
KRAS 146 58 °C
PIK3CA Exon 9 60 °C
PIK3CA Exon 20 60 °C
AKT 62 °C  
Tabelle 3-1 Übersicht der Schmelztemperaturen der einzelnen Gene 
 
Nach Ablauf der PCR der verschiedenen Gene konnte durch die Durchführung des 
Pyrosequenzings und mit Hilfe der Pyrosequenzing Software herausgefunden werden, ob eine 
Mutation vorlag und welcher Art sie war. Die folgenden zwei Abbildungen stellen zwei Ergeb-
nisse des Pyrosequenzings dar. Abbildung 3-2 zeigt KRAS Codon 12 und 13 am Beispiel eines 
Wildtypstumors mit der Basensquenz  GGT GGC.  In Abbildung 3-3 ist KRAS Codon 12 mu-
tiert. Die Base Guanin ist durch Tyrosin ausgetauscht, wodurch sich für KRAS Codon 12 und 13 







55,8     57,8    59,5   61,4    63,4    65,4    67,6    69,8  ϑ in °C 
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Abbildung 3-2 Pyrosequenzing: KRAS Codon 12 Wildtyp, KRAS Codon 13 Wildtyp 
 
 
Abbildung 3-3 Pyrosequenzing: KRAS Codon 12 mutiert, KRAS Codon 12 Wildtyp 
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3.2 Mutationslokalisationen der einzelnen Gene 
Nach der Durchführung und der Auswertung des Pyroseqenzings aller zu untersuchenden Gene 
für die gesamten Proben wurde letztendlich ersichtlich, wie oft welches Gen in er untersuchten 
Kohorte mutiert war und welche verschiedenen Arten von Mutationen vorkamen. Abbildung 3-4 
zeigt den Anteil der verschiedenen Mutationen von KRAS. Von den 147 untersuchten Proben 
war bei insgesamt 57 Proben das KRAS Gen mutiert. Dies entspricht einem Prozentsatz von 39 
%. Den größten Anteil nahm mit Abstand Codon 12 ein. Bei 44 der 57 Proben, bei denen KRAS 
mutiert war, befand sich die Mutation auf Codon 12 (77 %). 
    
Bei den 44 Proben, bei denen KRAS Codon 12 mutiert war, konnten verschiedene Mutationen 
an unterschiedlichen Stellen des Gens entdeckt werden. Tabelle 3-2 gibt eine Übersicht der ein-
zelnen Mutationslokalisationen von Codon 12. 
 












KRAS Mutation (n = 57; 39 %) 
KRAS Wildtyp     (n = 90) 
KRAS Codon 12  (n = 44) 
KRAS Codon 13   (n =  9) 
KRAS Codon 61   (n =  1) 
KRAS Codon 146 (n =  3) 
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Aminosäurenaustausch Lokalisation / Nukleotidaustausch Anteil in %
Glycin > Aspartat c.35 Guanin > Adenin 34%
Glycin > Valin c.35 Guanin > Thymin 30%
Glycin > Cystein c.34 Guanin > Thymin 18%
Glycin > Alanin c.35 Guanin > Cytosin 16%
Glycin > Serin c.34 Guanin > Adenin 2%
Art der KRAS Codon Mutation (n = 44)
 
Tabelle 3-2 Lokalisationen der verschiedenen KRAS Codon 12 Mutationen 
 
Bei KRAS Codon 13 hingegen kam ausschließlich die Mutation c.38 G > A vor. Auch bei 
KRAS Codon 61 und bei KRAS Codon 146 konnte jeweils nur eine Art von Mutation  beobach-
tet werden. Im Falle von KRAS Codon 61 war dies die Mutation c.183 A > C und im Falle von 
KRAS Codon 146 handelte es sich um die Mutation c.436 G > A.  
Insgesamt war bei 19 Proben das BRAF Gen mutiert. Dies entspricht einem Prozentsatz von 13 
%. Wie in Abbildung 3-5 zu erkennen ist, war ausschließlich BRAF Exon 15 betroffen. BRAF 




Abbildung 3-5 Anteil der BRAF Mutationen 




BRAF Mutation (n = 19; 13 %) 
BRAF Wildtyp   (n = 128) 
BRAF Exon 15  (n =   19) 
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Abbildung 3-6 zeigt die Häufigkeit der PIK3CA Mutationen. Insgesamt trat eine Mutation von 
PIK3CA bei 24 Proben auf. Diese entspricht einem Prozentsatz von 16 %.Die Mutation war in 
allen Fällen auf Exon 9 lokalisiert. Exon 20 zeigte keine Mutation. Auf Exon 9 kam ausschließ-




Abbildung 3-6 Anteil der PIK3CA Mutationen 
 
Bei den Genen SCR und AKT konnte bei keiner der 147 Proben eine Mutation festgestellt wer-




PIK3CA Exon 9 
16 % 
 
PIK3CA Mutation (n = 24; 16 %) 
PI3K Wildtyp   (n = 123) 
PI3K Exon 9    (n =   24) 
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3.3 Statistische Auswertungen der durch die Mutationsanalyse erhobenen Daten 
Durch das Statistikprogramm SPSS PASW 18.0 (SPSS Inc., Chicago, Illinois) konnten die Daten 
der einzelnen Gene, die durch die Ergebnisse des Pyrosequenzings erhoben wurden, ausgewertet 
werden. Die Auswertungen beziehen sich auf den Anteil der Studienpopulation, welcher auch 
nach der ersten Tumorbeurteilung eine Chemotherapie im Rahmen der CIOX-Studie erhalten hat 
(AFE = assessable-to-efficacy). Es wurde beim Erheben der Ergebnisse zum einen die gesamte 
ATE-Population  untersucht, zum anderen wurden die beiden unterschiedlichen Arme (Arm A = 
CAPIRI + CET und Arm B = CAPOX + CET) der Chemotherapie getrennt voneinander betrach-
tet. Bezogen auf die verschiedenen Studienpopulationen und die verschiedenen untersuchten 
Gene wurden jeweils das progressionsfreie Überleben (PFS = Progression Free Survival), das 
Gesamtüberleben (OS = Overall Survival) und die Ansprechraten (PD =Progressive Disease, SD 
= Stable Disease, PR = Partial Remission, CR = Complete Remission, DCR = Disease Control 




3.3.1 KRAS Codon 12 und 13 (CAPIRI + CET und CAPOX + CET) 
Die folgenden Grafiken zeigen die ORR, das PFS und das OS der Patienten mit KRAS Codon 12 
und 13 mutierten Tumoren im Vergleich zu den Patienten mit KRAS Codon 12 und 13 Wildtyp-
tumoren. Es konnte in Bezug auf das PFS und das OS kein signifikanter Unterschied zwischen 
den Patienten, deren Tumor eine KRAS Mutation auf Codon 12 und 13 aufwies und denen ohne 
Mutation festgestellt werden. Es war jedoch ein Trend zu einem einem längeren PFS und einem 
längeren OS bei den Patienten mit  KRAS Codon 12 und 13 Wildtyptumoren zu erkennen (PFS 
= 7,0 vs. 6,3 Monate, OS = 23,2 vs. 19,7 Monate). Die Patienten mit KRAS Codon 12 und 13 
Wildtyptumoren zeigten eine ORR von 57,4 %, bei den Patienten mit KRAS Codon 12 und 13 
mutierten Tumoren betrug die ORR 52,1 %. 
 
 p-Wert
WT (n= 75) MUT (n= 46) (nach Fisher)
PD 12,0% 4,3% 0,20
SD 30,7% 43,5% 0,17
PR 50,7% 47,8% 0,85
CR 6,7% 4,3% 0,71
DCR 88,1% 95,6% 0,20
ORR 57,4% 52,1% 0,71
CAPIRI + CET  und CAPOX + CET
KRAS Codon 12 und 13
 
 
Tabelle 3-3 Ansprechraten der Patienten mit KRAS Codon 12 und 13 Wildtyptumoren und 
KRAS Codon 12 und 13 mutierten Tumoren 
 
 
Abbildung 3-7 Progressionsfreies Überleben (PFS) und Gesamtüberleben (OS) der Patien-





3.3.2 KRAS Codon 12 und 13 (CAPIRI + CET) 
Die folgenden Grafiken zeigen die ORR, das PFS und das OS  der Patienten mit KRAS Codon 
12 und 13 Wildtyptumoren im Vergleich zu den Patienten mit KRAS Codon 12 und 13 mutierten 
Tumoren  in Arm A (CAPIRI + CET). Es konnte in Bezug auf das PFS und das OS kein signifi-
kanter Unterschied zwischen den Patienten, deren Tumor eine KRAS Mutation auf Codon 12 
und 13 aufwies und denen ohne Mutation festgestellt werden. Es war jedoch ein Trend zu einem 
einem längeren PFS und einem längeren OS bei Patienten mit KRAS Codon 12 und 13 Wildtyp-
tumoren zu erkennen (PFS = 6,1 vs. 5,8 Monate, OS = 21,1 vs. 20,0 Monate). Die Patienten mit 
KRAS Codon 12 und 13 Wildtyptumoren zeigten eine ORR von 52,8 %; bei den Patienten mit 
KRAS Codon 12 und 13 mutierten Tumoren betrug die ORR 53,6 %. 
 
 p-Wert
WT (n= 36) MUT (n= 28) (nach Fisher)
PD 19,4% 7,1% 0,28
SD 27,8% 39,3% 0,42
PR 50,0% 50,0% > 0,99
CR 2,8% 3,6% > 0,99
DCR 80,6% 92,9% 0,28
ORR 52,8% 53,6% > 0,99
CAPIRI + CET
KRAS Codon 12 und 13
 
 
Tabelle 3-4 Anprechraten der Patienten in mit KRAS Codon 12 und 13 Wildtyptumoren 
und KRAS Codon 12 und 13 mutierten Tumoren in Arm A 
 
 
Abbildung 3-8 Progressionsfreies Überleben (PFS) und Gesamtüberleben (OS) der Patien-
ten mit KRAS Codon 12 und 13 Wildtyptumoren und KRAS Codon 12 und 13 mutierten 




3.3.3 KRAS Codon 12 und 13 (CAPOX  + CET) 
Die folgenden Grafiken zeigen die ORR, das PFS und das OS  der Patienten mit KRAS Codon 
12 und 13 Wildtyptumoren im Vergleich zu den Patienten mit KRAS Codon 12 und 13 mutierten 
Tumoren in Arm B (CAPOX + CET). Es konnte in Bezug auf das PFS und das OS kein signifi-
kanter Unterschied zwischen den Patienten, deren Tumor eine KRAS Mutation auf Codon 12 
und 13 aufwies und denen ohne Mutation festgestellt werden. Es war jedoch ein Trend zu einem 
einem längeren PFS und einem längeren OS bei Patienten mit KRAS Codon 12 und 13 Wildtyp-
tumoren zu erkennen (PFS = 7,1 vs. 6,5 Monate, OS = 23,5 vs. 14,8 Monate). Die Patienten mit 
KRAS Codon 12 und 13 Wildtyptumoren zeigten eine ORR von 61,5 %; bei den Patienten mit 
KRAS Codon 12 und 13 mutierten Tumoren betrug die ORR 50,0 %. 
 
 p-Wert
WT (n= 39) MUT (n= 18) (nach Fisher)
PD 5,1% 0,0% > 0,99
SD 33,3% 50,0% 0,26
PR 51,3% 44,4% 0,78
CR 10,3% 5,6% > 0,99
DCR 94,9% 100,0% > 0,99
ORR 61,5% 50,0% 0,56
CAPOX + CET
KRAS Codon 12 und 13
 
 
Tabelle 3-5 Ansprechraten der Patienten mit KRAS Codon 12 und 13 Wildtyptumoren und 
KRAS Codon 12 und 13 mutierten Tumoren in Arm B 
 
 
Abbildung 3-9 Progressionsfreies Überleben (PFS) und Gesamtüberleben (OS) der Patien-
ten mit KRAS Codon 12 und 13 Wildtyptumoren und KRAS Codon 12 und 13 mutierten 
Tumoren in Arm B 
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3.3.4 KRAS Codon 12 (CAPIRI + CET und CAPOX + CET) 
Die folgenden Grafiken zeigen die ORR, das PFS und das OS  der Patienten mit KRAS Codon 
12 Wildtyptumoren im Vergleich zu den Patienten mit KRAS Codon 12 mutierten Tumoren. 
Patienten, deren Tumor auschließlich eine Mutation auf KRAS Codon 13 aufwies, gingen als 
Wildtyptumore in die Analyse mit ein. Es konnte in Bezug auf das PFS ein signifikanter Unter-
schied zwischen den Patienten mit KRAS Codon 12 Wildtyptumoren und den Patienten mit  
KRAS Codon 12 mutierten Tumoren festgestellt werden und(PFS = 5,6 vs. 7,4 Monate, p-Wert: 
0,039). Bezogen auf das OS konnte nur ein Trend zu einem längeren OS in der Gruppe der Pati-
enten, bei denen der Tumor keine Mutation auf KRAS Codon 12 aufwies, zu erkennen (OS = 
23,5 vs. 17,9). Die Patienten mit KRAS Codon 12 Wildtyptumoren zeigten eine ORR von 58,3 
%; bei den Patienten mit KRAS Codon 12 mutierten Tumoren betrug die ORR 48,6 %. 
 
 p-Wert
WT (n= 84) MUT (n= 37) (nach Fisher)
PD 10,7% 5,4% 0,50
SD 31,0% 45,9% 0,15
PR 51,2% 45,9% 0,69
CR 7,1% 2,7% 0,67
DCR 89,3% 94,6% 0,50
ORR 58,3% 48,6% 0,33
CAPIRI + CET und CAPOX + CET
KRAS Codon 12 
 
 
Tabelle 3-6 Ansprechraten der Patienten mit KRAS Codon 12 Wildtyptumoren und KRAS 
Codon 12 mutierten Tumoren 
 
 
Abbildung 3-10 Progressionsfreies Überleben (PFS) und Gesamtüberleben (OS) der Pati-
enten mit KRAS Codon 12 Wildtyptumoren und KRAS Codon 12 mutierten Tumoren 
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3.3.5 KRAS Codon 12 (CAPIRI + CET) 
Die folgenden Grafiken zeigen die ORR, das PFS und das OS  der Patienten mit KRAS Codon 
12  Wildtyptumoren im Vergleich zu den Patienten mit KRAS Codon 12 mutierten Tumoren in 
Arm A (CAPIRI + CET). Patienten, deren Tumor auschließlich eine Mutation auf KRAS Codon 
13 aufwies, gingen als Wildtyptumore in die Analyse mit ein. Es konnte in Bezug auf das PFS 
und das OS kein signifikanter Unterschied zwischen den Patienten, deren Tumor eine KRAS 
Mutation auf Codon 12 aufwies und denen ohne Mutation festgestellt werden. Es war jedoch ein 
Trend zu einem einem längeren PFS und einem längeren OS in der Gruppe der Patienten mit 
KRAS Codon 12 Wildtyptumoren zu erkennen (PFS = 7,5 vs. 5,5 Monate, OS = 23,5 vs. 17,9 
Monate). Die Patienten mit KRAS Codon 12 Wildtyptumoren zeigten eine ORR von 56,4 %; bei 
den Patienten mit KRAS Codon 12 mutierten Tumoren betrug die ORR 48,5 %. 
 
 p-Wert
WT (n= 39) MUT (n= 25) (nach Fisher)
PD 17,9% 8,0% 0,46
SD 25,6% 44,0% 0,17
PR 51,3% 48,0% > 0,99
CR 5,1% 0,0% 0,51
DCR 82,1% 92,0% 0,46
ORR 56,4% 48,0% 0,61
CAPIRI + CET
KRAS Codon 12 
 
 
Tabelle 3-7 Ansprechraten der Patienten in mit KRAS Codon 12 Wildtyptumoren und 
KRAS Codon 12 mutierten Tumoren in Arm A 
 
 
Abbildung 3-11 Progressionsfreies Überleben (PFS) und Gesamtüberleben (OS) der Pati-




3.3.6 KRAS Codon 12 (CAPOX + CET) 
Die folgenden Grafiken zeigen die ORR, das PFS und das OS der Patienten mit KRAS Codon 12 
Wildtyptumoren im Vergleich zu den Patienten mit KRAS Codon 12 mutierten Tumoren in Arm 
B (CAPIRI + CET). Patienten, deren Tumor ausschließlich eine Mutation auf KRAS Codon 13 
aufwies, gingen als Wildtyptumore in die Analyse mit ein. Es konnte in Bezug auf das PFS und 
das OS kein signifikanter Unterschied zwischen den Patienten, deren Tumor eine KRAS Mutati-
on auf Codon 12 aufwies und denen ohne Mutation festgestellt werden. Es war jedoch ein Trend 
zu einem einem längeren PFS und einem längeren OS in der Gruppe der Patienten mit KRAS 
Codon 12 Wildtyptumoren zu erkennen (PFS = 7,5 vs. 5,5 Monate, OS = 23,5 vs. 17,9 Monate). 
Die Patienten mit KRAS Codon 12 Wildtyptumoren zeigten eine ORR von 56,4 %; bei den Pati-
enten mit KRAS Codon 12 mutierten Tumoren betrug die ORR 48,5 %. 
 
 p-Wert
WT (n= 45) MUT (n= 12) (nach Fisher)
PD 4,4% 0,0% > 0,99
SD 35,6% 50,0% 0,51
PR 51,1% 41,7% 0,75
CR 8,9% 8,3% > 0,99
DCR 95,6% 100,0% > 0,99
ORR 60,0% 50,0% 0,74
CAPOX + CET
KRAS Codon 12 
 
 
Tabelle 3-8 Ansprechraten der Patienten mit KRAS Codon 12 Wildtyptumoren und KRAS 
Codon 12 mutierten Tumoren in Arm B 
 
 
Abbildung 3-12 Progressionsfreies Überleben (PFS) und Gesamtüberleben (OS) der Pati-




3.3.7 KRAS Codon 13 (CAPIRI + CET und CAPOX + CET) 
Die folgenden Grafiken zeigen die ORR, das PFS und das OS  der Patienten mit KRAS Codon 
12 Wildtyptumoren im Vergleich zu den Patienten mit KRAS Codon 12 mutierten Tumoren. 
Patienten, deren Tumor auschließlich eine Mutation auf KRAS Codon 13 aufwies, gingen als 
Wildtyptumore in die Analyse mit ein. Es konnte in Bezug auf das PFS und das OS kein signifi-
kanter Unterschied zwischen den Patienten, deren Tumor eine KRAS Mutation auf Codon 12 
aufwies und denen ohne Mutation festgestellt werden. Interessanterweise war ein Trend zu ei-
nem längeren PFS (9,9 vs. 6,5 Monate) und einem längeren OS (26,4 vs. 21,0 Monate) bei Pati-
enten mit KRAS Codon 13 mutierten Tumoren zu erkennen. Die Patienten mit KRAS Codon 12 
Wildtyptumoren zeigten eine ORR von 54,4 %; bei den Patienten mit KRAS Codon 13 mutierten 
Tumoren betrug die ORR 66,7 %. 
 
 p-Wert
WT (n= 112) MUT (n= 9) (nach Fisher)
PD 9,8% 0,0% > 0,99
SD 35,7% 33,3% > 0,99
PR 49,1% 55,6% 0,74
CR 5,4% 11,1% 0,43
DCR 90,2% 100,0% > 0,99
ORR 54,5% 66,7% 0,73




Tabelle 3-9 Ansprechraten der Patienten  mit KRAS Codon 13 Wildtyptumoren und 
KRAS Codon 13 mutierten Tumoren 
 
 
Abbildung 3-13 Progressionsfreies Überleben (PFS) und Gesamtüberleben (OS) der Pati-





3.3.8 KRAS Codon 13 (CAPIRI + CET) 
Die folgenden Grafiken zeigen die ORR, das PFS und das OS  der Patienten mit KRAS Codon 
13 Wildtyptumoren im Vergleich zu den Patienten mit KRAS Codon 13 mutierten Tumoren in 
Arm A (CAPIRI + CET). Patienten, deren Tumor ausschließlich eine Mutation auf KRAS Codon 
13 aufwies, gingen als Wildtyptumore in die Analyse mit ein. Es konnte in Bezug auf das PFS 
und das OS kein signifikanter Unterschied zwischen den Patienten, deren Tumor eine KRAS 
Mutation auf Codon 13 aufwies und denen ohne Mutation festgestellt werden. Interessanterweise 
war ein Trend zu einem längeren PFS  bei den Patienten mit KRAS Codon 13 mutierten Tumo-
ren zu erkennen (PFS = 13,2 vs. 5,8 Monate). Die Patienten mit KRAS Codon 13 Wildtyptumo-
ren zeigten eine ORR von 50,8 %; bei den Patienten mit KRAS Codon 13 mutierten Tumoren 
betrug die ORR 100 %. (Das OS war aufgrund eines frühen Ausstiegs zu vieler Patienten aus der Studie in dieser Gruppe nicht 
beurteilbar) 
 p-Wert
WT (n= 61) MUT (n= 3) (nach Fisher)
PD 14,8% 0,0% > 0,99
SD 34,4% 0,0% 0,55
PR 49,2% 66,7% > 0,99
CR 1,6% 33,3% 0,92
DCR 85,2% 100,0% > 0,99





Tabelle 3-10 Ansprechraten der Patienten mit KRAS Codon 13 Wildtyptumoren und 
KRAS Codon 13 mutierten Tumoren in Arm A 
 
 
Abbildung 3-14 Progressionsfreies Überleben (PFS) und Gesamtüberleben (OS) der Pati-




3.3.9 KRAS Codon 13 (CAPOX + CET) 
Die folgenden Grafiken zeigen die ORR, das PFS und das OS  der Patienten mit KRAS Codon 
13 Wildtyptumoren im Vergleich zu den Patienten mit KRAS Codon 13 mutierten Tumoren in 
Arm B (CAPOX + CET). Patienten, deren Tumor ausschließlich eine Mutation auf KRAS 
Codon 12 aufwies, gingen als Wildtyptumore in die Analyse mit ein. Es konnte in Bezug auf das 
PFS und das OS kein signifikanter Unterschied zwischen den Patienten, deren Tumor eine 
KRAS Mutation auf Codon 13 aufwies und denen ohne Mutation festgestellt werden. Es war 
jedoch ein Trend zu einem längeren PFS und einem längeren OS bei den Patienten mit KRAS 
Codon 13 Wildtyppatienten zu erkennen (PFS = 7,0 vs. 5,8 Monate, OS = 23,2 vs. 11,0 Monate). 
Die Patienten mit KRAS Codon 13 Wildtyptumoren zeigten eine ORR von 58,8 %; bei den Pati-
enten mit KRAS Codon 13 mutierten Tumoren betrug die ORR 50,0 %. 
 
 p-Wert
WT (n= 51) MUT (n= 6) (nach Fisher)
PD 3,9% 0,0% > 0,99
SD 37,7% 50,0% 0,67
PR 49,0% 50,0% > 0,99
CR 9,8% 0,0% > 0,99
DCR 96,1% 100,0% > 0,99





Tabelle 3-11 Ansprechraten der Patienten mit KRAS Codon 13 Wildtyptumoren und 
KRAS Codon 13 mutierten Tumoren in Arm B 
 
 
Abbildung 3-15 Progressionsfreies Überleben (PFS) und Gesamtüberleben (OS) der Pati-





3.3.10 KRAS Codon 12 vs. KRAS Codon 13 (CAPIRI + CET und CAPOX + CET) 
Die folgenden Grafiken zeigen das PFS und das OS der Patienten mit KRAS Codon 12 mutierten 
Tumoren im Verglich zu den Patienten mit KRAS Codon 13 mutierten Tumoren. Patienten mit 
KRAS Codon 12 und 13 Wildtyptumoren waren aus der Analyse ausgeschlossen. Interessanter-
weise zeigten die Patienten, deren Tumor eine Mutation auf KRAS Codon 13 aufwies, ein signi-
fikant längeres PFS als die Patienten, deren Tumore eine Mutation auf Codon 12 aufwies (PFS = 
10,0 vs. 5,6 Monate, p-Wert: 0,040). Verglich man das OS beider Patientengruppen miteinander, 
so zeigte sich zwar kein signifikanter Unterschied, jedoch war auch hier ein Trend zu einem län-
geren OS bei den Patienten mit KRAS Codon 13 mutierten Tumoren zu erkennen (OS = 27,9 vs. 
17,9 Monate). Die Anprechraten wurden hier aufgrund zu kleiner Fallzahlen nicht berechnet. 
 
 
Abbildung 3-16 Progressionsfreies Überleben (PFS) und Gesamtüberleben (OS) der Pati-
enten mit KRAS Codon 12 mutierten Tumoren und KRAS Codon 13 mutierten Tumoren 
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3.3.11 KRAS Codon 12 vs. KRAS Codon 13 vs. KRAS Wildtyp (CAPIRI + CET und 
CAPOX + CET) 
Die folgenden Grafiken zeigen das PFS und das OS der Patienten mit KRAS Codon 12 mutierten 
Tumoren, zum einen im Vergleich zu den Patienten mit KRAS Codon 13 mutierten Tumoren 
und zum anderen im Vergleich zu Patienten mit KRAS Codon 12 und 12 Wildtyptumoren. Zwar 
ließ sich hier kein signifikanter Unterschied zwischen allen drei Patientengruppen erkennen, je-
doch war klar ersichtllich, dass die Patienten mit KRAS Codon 12 mutiertem Tumoren das 
längste PFS (PFS = 9,9 vs. 7,4 vs. 5,8)  und auch das längste OS aufwiesen (OS = 27,4 vs. 22,7 
vs. 17,9). Die Ansprechraten wurden hier aufgrund zu kleiner Fallzahlen nicht berechnet. 
 
 
Abbildung 3-17 Progressionsfreies Überleben (PFS) und Gesamtüberleben (OS) der Pati-
enten mit KRAS Codon 12 mutierten Tumoren, KRAS Codon 13 mutierten Tumoren und 




3.3.12 BRAF (CAPIRI + CET und CAPOX + CET)  
Die folgenden Grafiken zeigen die ORR, das PFS und das OS der Patienten mit BRAF mutierten 
Tumoren im Vergleich zu den Patienten mit BRAF Wildtyptumoren. Es konnte in Bezug auf das 
OS ein signifikanter Unterschied zwischen den Patienten mit BRAF Wildtyptumoren und BRAF 
mutierten Tumoren festgestellt werden (OS = 23,5 vs. 13,0 Monate, p-Wert: 0,037).Verglich 
man das PFS beider Patientengruppen miteinander, so zeigte sich zwar kein signifikanter Unter-
schied, jedoch war auch hier ein Trend zu einem längeren PFS bei den Patienten mit BRAF 
Wildtyptumoren erkennen (PFS = 7,1 vs. 4,2 Monate). Die Patienten mit BRAF Wildtyptumoren 




WT (n= 106) MUT (n= 14) (nach Fisher)
PD 6,6% 21,4% 0,09
SD 37,7% 21,4% 0,38
PR 49,1% 57,1% 0,78
CR 6,6% 0,0% > 0,99
DCR 93,4% 78,6% 0,09
ORR 55,7% 57,1% > 0,99








Abbildung 3-18 Progressionsfreies Überleben (PFS) und Gesamtüberleben (OS) der Pati-




3.3.13 BRAF (CAPIRI + CET) 
Die folgenden Grafiken zeigen die ORR, das PFS und das OS der Patienten mit BRAF mutierten 
Tumoren im Vergleich zu den Patienten mit BRAF Wildtyptumoren in Arm A (CAPIRI + CET). 
Es konnte in Bezug auf das PFS und das OS kein signifikanter Unterschied zwischen den Patien-
ten, deren Tumor eine BRAF Mutation aufwies und denen ohne Mutation festgestellt werden. Es 
war jedoch ein Trend zu einem einem längeren PFS und einem längeren OS bei den Patienten 
mit BRAF Wildtyptumoren zu erkennen (PFS = 6,3 vs. 4,2 Monate, OS = 21,8 vs. 13,0 Monate). 
Die Patienten mit BRAF Wildtyptumoren zeigten eine ORR von 54,5 %; bei den Patienten mit 
BRAF mutierten Tumoren betrug die ORR 50,0 %. 
 
 p-Wert
WT (n= 55) MUT (n= 8) (nach Fisher)
PD 10,9% 25,0% 0,27
SD 34,5% 25,0% 0,71
PR 50,9% 50,0% > 0,99
CR 3,6% 0,0% > 0,99
DCR 89,1% 75,0% 0,27





Tabelle 3-13 Ansprechraten der Patienten mit BRAF Wildtyptumoren und BRAF mutier-
ten Tumoren in Arm A 
 
 
Abbildung 3-19 Progressionsfreies Überleben (PFS) und Gesamtüberleben (OS) der Pati-




3.3.14 BRAF (CAPOX + CET) 
Die folgenden Grafiken zeigen die ORR, das PFS und das OS der Patienten mit BRAF mutierten 
Tumoren im Vergleich zu den Patienten mit BRAF Wildtyptumoren in Arm B (CAPOX + CET). 
Es konnte in Bezug auf das PFS und das OS kein signifikanter Unterschied zwischen den Patien-
ten, deren Tumor eine BRAF Mutation aufwies und denen ohne Mutation festgestellt werden. Es 
war jedoch ein Trend zu einem einem längeren PFS und einem längeren OS bei den Patienten 
mit BRAF Wildtyptumoren zu erkennen (PFS = 7,4 vs. 4,0 Monate, OS = 24,0 vs. 12,6 Monate). 
Die Patienten mit BRAF Wildtyptumoren zeigten eine ORR von 56,9 %; bei den Patienten mit 
BRAF mutierten Tumoren betrug die ORR 66,7 %. 
 
 p-Wert
WT (n= 51) MUT (n= 6) (nach Fisher)
PD 2,0% 16,7% 0,20
SD 41,2% 16,7% 0,39
PR 47,2% 66,7% 0,43
CR 9,8% 0,0% > 0,99
DCR 98,0% 83,3% 0,20





Tabelle 3-14 Ansprechraten der Patienten mit BRAF Wildtyptumoren und BRAF mutier-
ten Tumoren in Arm B 
 
 
Abbildung 3-20 Progressionsfreies Überleben (PFS) und Gesamtüberleben (OS) der Pati-





3.3.15 PIK3CA (CAPIRI + CET und CAPOX + CET) 
Die folgenden Grafiken zeigen die ORR, das PFS und das OS der Patienten mit PIK3CA mutier-
ten Tumoren im Vergleich zu den Patienten mit PIK3CA Wildtyptumoren. Es konnte in Bezug 
auf das PFS und das OS kein signifikanter Unterschied zwischen den Patienten, deren Tumor 
eine PIK3CA Mutation aufwies und denen ohne Mutation festgestellt werden. Es war jedoch ein 
Trend zu einem einem längeren PFS und einem längeren OS bei den Patienten mit  PIK3CA 
mutierten Tumoren zu erkennen (PFS = 7,1 vs. 6,5 Monate, OS = 23,2 vs. 20,2 Monate). Die 
Patienten mit PIK3CA Wildtyptumoren zeigten eine ORR von 55,9 %; bei den Patienten mit 
PIK3CA mutierten Tumoren betrug die ORR 55,6 %. 
 
 p-Wert
WT (n= 102) MUT (n= 18) (nach Fisher)
PD 8,8% 5,6% > 0,99
SD 35,3% 38,9% > 0,99
PR 50,0% 50,0% > 0,99
CR 5,9% 5,6% > 0,99
DCR 91,2% 94,4% > 0,99
ORR 55,9% 55,6% > 0,99








Abbildung 3-21Progressionsfreies Überleben (PFS) und Gesamtüberleben (OS) mit 




3.3.16 PIK3CA (CAPIRI + CET) 
Die folgenden Grafiken zeigen die ORR, das PFS und das OS der Patienten mit PIK3CA mutier-
ten Tumoren im Vergleich zu den Patienten mit PIK3CA Wildtyptumoren in Arm A (CAPIRI + 
CET).  Es konnte in Bezug auf das PFS und das OS kein signifikanter Unterschied zwischen den 
Patienten, deren Tumor eine PIK3CA Mutation aufwies und denen ohne Mutation festgestellt 
werden. Es war jedoch ein Trend zu einem einem längeren PFS und bei den Patienten mit 
PIK3CA mutierten Tumoren zu erkennen (PFS = 6,2 vs. 5,8 Monate). Das OS betrug in beiden 
Patientengruppen 21,0 Monate. Die Patienten mit PIK3CA Wildtyptumoren zeigten eine ORR 
von 55,2 %; bei den Patienten mit PIK3CA mutierten Tumoren betrug die ORR 40,0%. 
 
 p-Wert
WT (n= 58) MUT (n= 5) (nach Fisher)
PD 13,8% 0,0% > 0,99
SD 31,0% 60,0% 0,32
PR 51,7% 40,0% 0,67
CR 3,4% 0,0% > 0,99
DCR 86,2% 100,0% > 0,99
ORR 55,2% 40,0% 0,65




Tabelle 3-16 Ansprechraten der Patienten mit PIK3CA Wildtyptumoren und PIK3CA mu-
tierten Tumoren in Arm A 
 
 
Abbildung 3-22 Progressionsfreies Überleben (PFS) und Gesamtüberleben (OS) der Pati-




3.3.17 PIK3CA (CAPOX + CET) 
Die folgenden Grafiken zeigen die ORR, das PFS und das OS der Patienten mit PIK3CA mutier-
ten Tumoren im Vergleich zu den Patienten mit PIK3CA Wildtyptumoren in Arm A (CAPOX + 
CET). Es konnte in Bezug auf das PFS und das OS kein signifikanter Unterschied zwischen den 
Patienten, deren Tumor eine PIK3CA Mutation aufwies und denen ohne Mutation festgestellt 
werden. Es war jedoch ein Trend zu einem einem längeren PFS und einem längeren OS und bei 
den Patienten mit PIK3CA mutierten Tumoren zu erkennen (PFS = 7,1 vs. 6,5 Monate; OS = 
25,5 vs. 19,4 Monate). Die Patienten mit PIK3CA Wildtyptumoren zeigten eine ORR von 56,8 
%, bei den Patienten mit PIK3CA mutierten Tumoren betrug die ORR 61,5%. 
 
 p-Wert
WT (n= 44) MUT (n= 13) (nach Fisher)
PD 2,3% 7,7% 0,41
SD 40,9% 30,8% 0,75
PR 47,7% 53,8% 0,76
CR 9,1% 7,7% > 0,99
DCR 97,7% 92,3% 0,41





Tabelle 3-17 Ansprechraten der Patienten in B mit PIK3CA Wildtyptumoren und PIK3CA 
mutierten Tumoren in Arm B 
 
 
Abbildung 3-23 Progressionsfreies Überleben (PFS) und OS (Gesamtüberleben) der Pati-




3.3.18 KRAS / KRAS / BRAF / PIK3CA vs. Wildtyp (CAPIRI + CET und CAPOX + CET) 
Die folgenden Grafiken zeigen das PFS und das OS der Patienten, deren Tumore eine Mutation 
auf mindestens einem der getesteten Gene erwiesen (KRAS / BRAF / PIK3CA)  im Vergleich zu 
den Patienten mit reinen Wildtyptumoren. Es konnte in Bezug auf das PFS und das OS kein sig-
nifikanter Unterschied zwischen den Patienten, deren Tumor eine Mutation aufwies und denen 
ohne jegliche Mutation festgestellt werden. Es war jedoch ein Trend zu einem  längeren PFS und 
einem längeren OS bei den Patienten mit reinen Wildtyptumoren zu erkennen (PFS = 7,8 vs. 6,1 




                                                                                         
 
  
Abbildung 3-24 Progressionsfreies Überleben (PFS) und Gesamtüberleben (OS) der Pati-




Die CIOX-Studie (AIO KRK-0104) ist die erste randomisierte Phase-II-Studie, die das Kombi-
nationsschema CAPIRI + CET und das Kombinationsschema Cetuximab CAPOX + CET als 
Chemotherapie des mKRK gegeneinander untersucht hat. 
Es wurden im Zeitraum von September 2004 bis Dezember 2006 insgesamt 185 Patienten mit 
mKRK in die Studie eingeschlossen. Im Rahmen dieser Arbeit konnten durch die molekularbio-
logische Mutationsanalysen der Mutationstatus von 147 Patienten bestimmt werden. 
Es wurden folgende Gene untersucht:  
 KRAS Codon 12 
 KRAS Codon 13 
 KRAS Codon 61 
 KRAS Codon 146 
 BRAF Exon 11 
 BRAF Exon 15 
 PIK3CA Exon 9 




Nach Abschluss der Mutationsanalysen konnten  durch Auswertung anhand des Statistikpro-
gramms SPSS PASW 18.0 das PFS, das OS und die Ansprechraten (mit Fokussierung auf die 
ORR) der untersuchten Gene bestimmt und miteinander verglichen werden. Auf diesem Wege 
war es möglich, den prognostischen Wert sowie die klinische Relevanz der einzelnen Gene in 
Bezug auf die Therapie des mKRK zu differenzieren und zu beurteilen. 
 
4.1 Diskussion der verwendeten Methodik 
Die gesamten Versuche dieser Arbeit wurden im Pathologischen Institut der Ludwig-
Maximilians-Universität München durchgeführt. Mithilfe verschiedener Protokolle von Metho-
den, die in der Pathologie München bereits etabliert sind, konnten sowohl DNA-Extraktion, PCR 
und Pyrosequenzing durchgeführt werden. Somit konnte von 147 der insgesamt 185 Patienten, 
die  an der CIOX-Studie teilgenommen haben, der Mutationsstatus der einzelnen Gene erfolg-
reich bestimmt werden. 
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Nach problemloser Durchführung der PCR mit den verschiedenen Primern, hat sich auch das 
Pyrosequenzing, durchgeführt mithilfe des Pyro Mark Gold Q24 Kits, als effiziente und schnelle 
Methode zu Mutationsbestimmung von Genen bewiesen. Das Pyrosequenzing stellt eine seit 
einigen Jahren bereits etablierte, erfolgreiche Methode dar, um den Mutationsstatus verschie-
denster Gene zu bestimmen [63-65]. Es konnte vor allem für die KRAS-Analyse durch einige 
Arbeiten der letzten Zeit gezeigt werden, dass das Pyrosqeuenzing eine sehr sensitive und spezi-
fische Methode ist, um Mutationen auf dem KRAS Gen aufzudecken [66, 67]. Trotz dieser Vor-
teile, stellte das Pyrosequenzing auch Herausforderungen dar. So war es zum Beispiel schwierig, 
bei der Ausführung des von der Firma Biotage vorgegebenen  PyroMark Q24  Plate Systems (sie-
he 2.2.6) ohne Verlust von DNA, diese und den Primer mithilfe des verwendeten Saugsytems auf 
dem dafür vorgesehenen Tube-Plate zusammenzuführen. Damit es möglichst zu keinem Verlust 
von DNA während des Pyrosequenzings kam, musste eine ausreichende Menge an DNA (15µl) 
und Streptavidin Sepharose Beads (52µl) verwendet werden. Ging jedoch trotzdem zu viel Men-
ge an DNA bei Durchführung dieses Schrittes verloren, so waren später die durch die Lichtreak-
tion erzeugten Peaks der jeweiligen Base zu schwach. Dadurch war eine sichere Interpretation 
der Basenabfolge nicht immer beim ersten Versuch des Pyrosequenzings möglich. Insgesamt 
kann das Pyrosequenzing jedoch als eine sehr gute und genaue Methode zur Mutationsaufde-
ckung von verschiedenen Genen angesehen werden, die großes Potential hat, in Zukunft durch 
neue instrumentelle und chemische Verbesserungen auf diesem Gebiet noch effizienter zu wer-
den [63, 64]. 
 
4.2 Diskussion der Ergebnisse 
4.2.1 KRAS 
Eine Mutation auf dem KRAS Gen trat bei 39 % des untersuchten Patientenkollektivs auf  und 
stimmte somit mit den in der Literatur angegebenen Häufigkeiten einer KRAS Mutation beim 
mKRK überein [17, 18, 44, 45] 
Wie im Ergebnisteil dieser Arbeit dargestellt, konnte in Bezug auf das PFS kein signifikanter 
Unterschied zwischen den Patienten mit KRAS Codon 12 und 13 mutierten Tumoren und den 
Patienten mit KRAS Codon 12 und 13  Wildtyptumoren festgestellt werden. Dies galt sowohl für 
die gesamte ATE-Population (PFS = 7,0 vs. 6,3 Monate), als auch für den Fall, dass man nur den 
CAPIRI + CET Arm (PFS = 6,1 vs. 5,8 Monate) oder nur den CAPOX + CET Arm (PFS = 7,1 
vs. 6,5 Monate) getrennt voneinander betrachtete (Abbildung 3-7 bis Abbildung 3-9). 
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Gemäß dieser Ergebnisse konnte man also interessanterweise in der Gesamtpopulation als auch 
in den beiden Subgruppen der Studienpopulation, nur geringe Unterschiede zwischen den Patien-
ten mit KRAS Codon 12 und 13 Wildtyptumoren Patienten mit KRAS Codon 12 und 13 mutier-
ten Tumoren erkennen. Zwischen diesen beiden Patientengruppen konnte man im Vergleich 
hierzu in beiden Subgruppen der CRYSTAL-Studie, bezogen auf das PFS, deutlichere Unter-
schiede erkennen. Die CRYSTAL-Studie verglich bei Patienten mit mKRK eine Irinotecan-
basierte Chemotherapie in Kombination mit Cetuximab (FOLFIRI + CET) mit der gleichen 
Chemotherapie ohne Cetuximab (FOLFIRI). Sowohl die Chemotherapiekombination FOLFIRI + 
CET als auch FOLFIRI wurden einerseits bei Patienten mit  KRAS Codon 12 und 13 Wildtyp-
tumoren und andererseits bei Patienten mit KRAS Codon 12 und 13 mutierten Tumoren ange-
wenden. Die Patientengruppe mit KRAS Wildtyptumoren profitieren von der Gabe von 
Cetuximab bezüglich des PFS im Vergleich zu der Patientengruppe mit KRAS Codon 12 und 13 
mutierten Tumoren festgestellt werden (PFS = 9,9 vs. 7,4 Monate) [18]. In der OPUS-Studie 
wurden vergleichbare Ergebnisse erzielt wie in der CRYSTAL-Studie. Die OPUS-Studie stellte 
bei Patienten mit mKRK eine Oxaliplatin-basierte Chemotherapie in Kombination mit 
Cetuximab (FOLFOX + CET) einer Chemotherapie ohne Zugabe von Cetuximab gegenüber 
(FOLFOX). Im Rahmen dieser Studie wurde der KRAS-Mutationsstatus bestimmt und die ver-
schiedenen Gruppen (Patienten mit KRAS Codon 12 und 13 Wildtyptumoren und Patienten mit 
KRAS Codon 12 und 13 mutierte Tumore) erhielten sowohl FOLFOX + CET als auch FOLFOX 
als Chemotherapie. Sowie in der CRYSTAL-Studie war auch hier der Unterschied zwischen 
beiden Patientengruppen, vor allem bei Zugabe von Cetuximab, in Bezug auf das PFS größer als 
es in dieser Arbeit der Fall war (PFS 7,7 vs. 5,5 Monate) [17]. 
Die Ergebnisse des Gesamtüberlebens (OS) der Patienten mit KRAS Codon 12 und 13 Wildtyp-
tumoren  ließen sich in den zu erwartenden Bereich einordnen. Es wurden 21,1 Monate bei der 
Patientengruppe mit der Chemotherapie CAPIRI + CET (Abbildung 3-8) und 23,5 Monate bei 
der Patientengruppe mit der Chemotherapie CAPOX + CET (Abbildung 3-9) erreicht. Diese 
Werte stimmen nahezu mit denen überein, welche sowohl  in der CRYSTAL-Studie (23,5 Mona-
te) als auch in der OPUS-Studie (22,8 Monate) bei den Patientengruppen, deren Chemotherapie 
Cetuximab beinhaltete, ermittelt wurden. 
Betrachtete man die ORR der Patienten mit KRAS Codon 12 und 13 Wildtyptumoren und der 
Patienten mit KRAS Codon 12 und 13 mutierten Tumoren, so ließ sich kaum ein Einfluss des 
Mutationsstatus auf das Ansprechen erkennen (Tabelle 3-3 bis Tabelle 3-5). Dieses Ergebnis 
konnte sowohl bei der Analyse beider gemeinsamer Studienarme erkannt (ORR = 57,4% vs. 
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52,1%), als auch bei der Analyse der CAPIRI + CET Gruppe (ORR = 52,8% vs. 53,6%) oder der 
CAPOX + CET Gruppe (ORR = 61,5% vs. 50,0%) beobachtet werden. 
In der CRYSTAL-Studie sowie in der OPUS-Studie konnte jedoch bei den Patienten, die mit 
Cetuximab behandelt wurden, eine bedeutend höhere ORR in der Gruppe der Patienten mit 
KRAS Codon 12 und 13 Wildtyptumoren beobachtet werden [17, 18]. 
Die Erkenntnis, dass in der CIOX-Studie der KRAS Mutationsstatus weder einen signifikanten 
Effekt auf das PFS, noch auf die ORR  hat, steht mit den Ergebnissen der COIN-Studie im Ein-
klang. Die COIN-Studie ist eine Phase-III-Studie aus dem Jahr 2011, die suggerierte, dass ein 
Erweitern der Chemotherapie mit Cetuximab den Patienten mit KRAS Codon 12 und 13 Wild-
typtumoren im Vergleich zu den Patienten mit KRAS Codon 12 und 13 mutierten Tumoren kei-
nen therapeutischen Vorteil brachte. Patienten mit KRAS Codon 12 und 13 Wildtyptumoren 
erreichten in dieser Studie weder ein bedeutend längeres PFS, noch ein bedeutend längeres OS 
[68]. 
Interessanterweise erhielten die Patienten mit mKRK im Rahmen der COIN-Studie auch eine 
Chemotherapie, welche zum Teil die Kombination Cetuximab und Capecitabin beinhaltete. In 
der CIOX-Studie kann man anhand der Tatsache, dass die Ergebnisse beider Studienarme (Arm 
A und Arm B) mit denen von Arm A (CAPIRI + CET) und Arm B (CAPOX + CET) weitgehend 
übereinstimmen und sich in Bezug auf PFS, OS und ORR die gleichen Tendenzen erkennen las-
sen, davon ausgehen, dass die Wahl von einerseits Irinotecan in Arm A und Oxaliplatin in Arm 
B keinen entscheidenden Einfluss auf die Ergebnisse hat. 
Vielmehr werfen die beschriebenen Resultate die Frage auf, ob die Kombination von Cetuximab 
und Capecitabin als Chemotherapie bei mKRK eher unvorteilhaft ist. Unterstützt werden  kann 
diese Annahme durch die Ergebnisse der CRYSTAL-Studie und der OPUS-Studie, da hier keine 
der teilnehmenden Patientengruppen eine Kombination von Cetuximab und Capecitabin als 
Chemotherapie erhielt. Um diese Annahme zu verfestigen, wäre es jedoch notwendig, die Eigen-
schaften von Cetuximab und Capecitabin genauer zu untersuchen, um eventuelle Wechselwir-
kungen aufzudecken und daraufhin in zukünftigen Studien zu analysieren. 
Obwohl der KRAS Mutationsstatus in dieser Arbeit weder das PFS noch das OS in bedeutendem 
Ausmaß beeinflusst hat, muss festgehalten werden, dass  die Patienten mit KRAS Codon 12 und 
13 Wildtyptumoren im Vergleich zu Patienten mit KRAS Codon 12 und 13 mutierten Tumoren  
längere Überlebenszeiten aufwiesen. Aus diesem Grund kann eine KRAS Mutation innerhalb 
dieses chemotherapeutischen Rahmens trotzdem als negativer prognostischer Faktor aufgefasst 
werden.  
58 
Betrachtet man auf der anderen Seite die KRAS Mutationen getrennt voneinander und vergleicht 
die Patienten, deren Tumore eine Mutation auf KRAS Codon 13 aufwiesen mit den Patienten, 
deren Tumore eine Mutation auf KRAS Codon 12 zeigten, so fielen in dieser Arbeit Unterschie-
de auf. Es zeigte sich, dass Patienten mit KRAS Codon 13 mutierten Tumoren im Vergleich zu 
Patienten mit KRAS Codon 12 mutierten Tumoren (Abbildung 3-16) ein signifikant längeres 
PFS aufwiesen (10,0 vs. 5,6 Monate, p-Wert: 0,04). Betrachtete man das Gesamtüberleben 
(Abbildung 3-17) so erzielte auch hier die Patientengruppe mit eine KRAS Codon 13 mutierten 
Tumoren das bessere Ergebnis (27,4 vs. 17,9 Monate). Untermauert wird dieser Trend außerdem 
durch  zwei weitere Analysen, bei denen das Überleben aller drei Patientengruppen miteinander 
verglichen wurde: KRAS Codon 12 mutierte Tumore vs. KRAS Codon 13 mutierte Tumore vs. 
Wildtyptumore (Abbildung 3-17). Erstaunlicherweise erzielte auch hier die Gruppe mit KRAS 
Codon 13 mutierten Tumoren in Bezug auf das PFS sowie auf das OS die besten Werte (PFS = 
5,8 vs. 9,9 vs. 7,4 Monate; OS = 17,9 vs. 27,4 vs. 22,7 Monate). Diese Ergebnisse geben Hin-
weise darauf, dass die Art der KRAS Mutation einen Einfluss auf die  Effektivität der Chemothe-
rapie haben könnte. Eine  Phase-III-Studie der jüngsten Vergangenheit, an der mehrere Studien-
zentren (CO.17, BOND, MABEL, EMR202600, EVEREST, BABEL und SALVAGE) beteiligt 
waren, ist zu ähnlichen, retrospektiv erhobenen Erkenntnisse gekommen. Hier versuchte man, 
einen Zusammenhang zwischen Patienten, deren Tumore eine Mutation auf KRAS Codon 13 
aufwiesen und dem Anprechen auf eine Cetuximab-basierten Chemotherapie des mKRK herzu-
stellen. Tatsächlich kam man zu dem Ergebnis, dass Patienten mit KRAS Codon 13 mutierten 
Tumoren ein signifikant längeres PFS und OS aufwiesen als die Patienten KRAS Codon 12 mu-
tierten Tumoren [69]. 
Diese Resultate sprechen für die Vermutung, dass Patienten mit einer KRAS Codon 13 mutierten 
Tumoren in einem größeren Maße von einer Cetuximab-basierten Chemotherapie profitieren als 
Patienten mit einer KRAS Codon 12 mutierten Tumoren. Zur Klärung der Bedeutung der  unter-
schiedlichen Mutationen auf dem KRAS Gen in Bezug auf die Chemotherapie des mKRK wäre 
es notwendig, diese in größeren, prospektiven Studien  eingehender zu untersuchen, um eventu-
ell dadurch den Biomarker KRAS als prognostisch negativen Wert weiter einzuschätzen und 
eventuell sogar einzuschränken. Dadurch könnte es eventuell möglich werden, das Patientenre-
gime, das voraussichtlich von einer Cetuximab-basierten Chemotherapie profitieren könnten, 
weiter einzugrenzen. 
Die CIOX-Studie ist nicht umfangreich genug, um allein durch die Ergebnisse dieser Arbeit eine 
Schlussfolgerung der KRAS Analyse zu formulieren. Es hat sich jedoch auch in dieser Studie 
sowie in einigen vorherigen Studie bestätigt, dass es sinnvoll ist, vor Beginn einer Cetuximab-
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basierten Chemotherapie des mKRK den KRAS Mutationsstatus im Rahmen eines routinierten 
diagnostischen Schrittes zu testen und KRAS als wichtigen prognostischen Faktor mit einzube-
ziehen [70]. 
Dem Aspekt, warum bei dem speziell  hier verwendeten Therapieschemata (CAPIRI + CET und 
CAPOX + CET) der KRAS Mutationsstatus nicht mit einem signifikant längerem bzw. kürzerem 
PFS sowie mit einem signifikant besseren bzw. schlechteren ORR korreliert hat, sollte durch 
zukünftige Untersuchungen weiter nachgegangen werden. Auch der Einfluss der einzelnen Mu-
tationen (KRAS Codon 13 bzw. KRAS Codon 12) auf dem KRAS Gen auf den Therapieerfolg 
der eingesetzten Cetuximab-basierten Chemotherapieschemata bleibt eingehender zu klären. 
 
4.2.2 BRAF 
Eine Mutation auf dem BRAF Gen trat bei 13 % des untersuchten Patientenkollektivs auf und 
ließ sich somit mit den in der Literatur angegebenen Häufigkeiten einer BRAF Mutation beim 
mKRK vergleichen [44, 45, 51]. 
Betrachtet man die statistischen Auswertungen der Patienten mit BRAF Wildtyptumoren und der 
Patienten mit BRAF mutierten Tumoren, so lassen sich bedeutende Unterschiede erkennen 
(Abbildung 3-18). So zeigten die Patienten mit  BRAF Wildtyptumoren ein signifikant längeres 
OS als die Patienten BRAF mutierten Tumoren (OS = 23,5 vs. 13,0 Monate; p-Wert: 0,037). 
Bezogen auf das PFS ließ sich ein ähnlicher Trend erkennen. Auch hier zeigten die Patienten, 
deren Tumore keine Mutation auf dem BRAF Gen aufwiesen, ein längeres PFS (PFS = 7,1 vs. 
4,2 Monate). Wen man beide Arme (CAPIRI + CET und CAPOX + CET) getrennt voneinander 
betrachtet, lässt sich eine vergleichbare Tendenz beobachten (Abbildung 3-19, Abbildung 3-20). 
Sowohl in Arm A (PFS = 6,3 vs. 4,2 Monate, OS= 21,8 vs. 13,0 Monate) als auch in Arm B 
(PFS = 7,4 vs. 4,0 Monate, OS = 24,0 vs. 12,6 Monate) wurde bei den Patienten mit BRAF 
Wildtyptumoren das bessere PFS und OS ermittelt. Aufgrund des Studiendesigns der CIOX-
Studie ist der prognostische Wert vom prädiktiven Wert hier nicht abzugrenzen. Die Ergebnisse 
stimmen mit den Resultaten überein, die nach aktuellem Studienstand bezüglich des BRAF Mu-
tationsstatus in der jüngsten Vergangenheit erzielt wurden [51, 54, 55]. Entsprechend dieser An-
nahme konnte also BRAF in dem Patientenkollektiv der CIOX-Studie als negativer prognosti-
scher Wert bestätigt werden. Wie bereits beschrieben, zeigte sich bezogen auf das OS zwischen 
den Patienten mit KRAS Codon 12 und 13 Wildtyptumoren und den Patienten mit KRAS Codon 
12 und 13 mutierten Tumoren kein signifikanter Unterschied. Dass dieser statistisch signifikante 
Unterschied aber bei den Patienten  BRAF Wildtyptumoren und  den Patienten mit BRAF mu-
tierten Tumoren zu erkennen war, wirft die Frage nach Erklärungsansätzen auf. Betrachtet man 
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den EGFR-Rezeptor und die von dem Rezeptor aktivierte Signaltransduktionskaskade 
(Abbildung 1-2), so tritt die BRAF Mutation innerhalb dieses Signalweges nach der KRAS Mu-
tation auf. Man könnte daher die Hypothese aufstellen, dass diese bestimmte Position in der 
Kaskade einen Einfluss darauf haben könnte, dass die Patienten mit BRAF Wildtyptumoren  in 
einem bedeutenderem  Maße von einer Chemotherapie bestehend CAPIRI + CET oder CAPOX 
+ CET profitieren könnten als die Patienten KRAS Wildtyptumoren. Ein anderer Grund dafür, 
dass der BRAF Mutationsstatus das OS in so einer entscheidenden Form beeinflusst hat, könnte 
jedoch auch die Tatsache sein, dass eine BRAF Mutation des mKRK generell mit einer sehr 
schlechten Prognose des mKRK einhergeht [56]. Da der Einfluss der BRAF Mutation auf eine 
Cetuximab-basierte Chemotherapie erst im Rahmen sehr weniger Studien untersucht wurde, 
bleibt die Rolle der BRAF Mutation als negativer Prädiktor für eine Cetuximab-basierte Chemo-
therapie des mKRK weiter zu erforschen. Ob die BRAF Mutation ein negativer prognostischer 
Faktor der Cetuximab-basierten Chemetherapie ist, weil eine BRAF Mutation mit einer Resis-
tenz gegenüber eines EGRF-antagonisierenden Chemtherapeutikums einhergeht oder weil eine 
BRAF Mutation generell mit einer schlechteren Prognose des mKRK vergesellschaftet ist, ist bis 
zum heutigen Zeitpunkt noch nicht vollständig untersucht und geklärt worden [71]. 
 
4.2.3 PIK3CA 
Eine Mutation auf dem PIK3CA Gen trat bei 16 % des untersuchten Patientenkollektivs auf und 
stimmte somit mit den in der Literatur angegebenen Häufigkeiten einer PIK3CA Mutation beim  
mKRK überein [58, 59]. 
Im Rahmen der statistischen Auswertungen der CIOX-Studie konnte, wie im Ergebnisteil ge-
zeigt, die Vermutung nicht bestätigt werden, dass Patienten mit mKRK, deren Tumore keine 
Mutation auf dem PIK3CA Gen aufwiesen, mehr von einer Cetuximab-basierten Chemotherapie 
profitieren würden als Patienten mit PIK3CA  mutierten Tumoren. Patienten mit PIK3CA Wild-
typtumoren zeigten keineswegs ein längeres PFS oder OS als die die Patienten mit PIK3CA mu-
tierten Tumoren (Abbildung 3-21 bis Abbildung 3-23). Dieses Ergebnis steht im Gegensatz zu 
der in Studien der jüngsten Vergangenheit beschriebenen Tendenz, dass bei Patienten mit mKRK 
ein PIK3CA mutierter Tumor mit einer kürzeren Überlebenszeit und einem schlechteren Anspre-
chen vergesellschaftet sein könnte [54, 58]. Ob eventuell das Patientenkollektiv der CIOX-Studie 
zu klein ist, um überhaupt einen bedeutenden Unterschied im Überleben und im Ansprechen 
zwischen Patienten mit PIK3CA Wildtyptumoren und den Patienten mit PIK3CA mutierten Tu-
moren erzielen zu können, bleibt unklar. Da bis jetzt sehr wenig über die Bedeutung des 
PIK3CA Gens und dessen Einfluss auf eine Cetuximab-basierte Chemotherapie bekannt ist, 
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werden in Zukunft sehr wahrscheinlich weitere wissenschaftliche Nachforschungen und Studien  
über den Mutationsstatus des PIK3CA Gens im Zusammenhang mit der Therapie des mKRK 
folgen müssen. 
 
4.2.4 KRAS / BRAF / PIK3CA vs. Wildtyp 
Wie im Ergebnisteil dieser Arbeit beschrieben, wurden im Zuge der statistischen Auswertungen 
auch die Patienten, deren Tumore eine Mutation auf mindestens einem der untersuchten Gene 
(KRAS / BRAF / PIK3CA) aufwiesen und die Patienten mit reinen Wildtyptumoren miteinander 
verglichen (Abbildung 3-24). Erstaunlicherweise zeigte sich bezogen auf das PFS und das OS 
kein signifikanter Unterschied zwischen diesen beiden Patientengruppen. In einer großen retro-
spektiven Studie aus dem Jahr 2010 verglich man ebenfalls Patienten mit Wildtyptumoren und 
Patienten, deren Tumore eine Mutation auf den untersuchten Genen auswiesen (KRAS / BRAF / 
PIK3CA / NRAS). Hier zeigten, bezogen auf fast jedes Gen, die Patienten mit Wildtyptumoren 
ein signifikant längeres PFS und OS. Eine Ausnahme stellte in dieser Studie der Vergleich von 
Patienten mit Wildtyptumoren und Patienten mit PIK3CA Exon 9 mutierten Tumoren dar. Es 
zeigte sich  bezogen auf das PFS und das OS kein signifikanter Unterschied zwischen diesen 
beiden Patientengruppen [72]. Auch in der CIOX-Studie konnte, wie bereits beschrieben, kein 
signifikanter Unterschied zwischen Patienten mit PIK3CA Exon 9 Wildtyptumoren und Patien-
ten, deren Tumore eine Mutation auf PIK3CA Exon 9 aufwiesen, festgestellt werden (Abbildung 
3-21 bis Abbildung 3-23). Es besteht die Möglichkeit, dass diese Tatsache die Trennschärfe zwi-
schen Patienten mit reinen Wildtyptumoren und Patienten mit mutierten Tumoren negativ beein-
flusst hat und sich daher bezogen auf das PFS und das OS kein signifikanter Unterschied gezeigt 
hat. Trotzdem muss festgehalten werden, dass die Patienten mit reinen Wildtyptumoren insge-
samt die Tendenz zu einem längeren PFS und OS aufwiesen. Aus diesem Grund ist davon aus-
zugehen, dass neben einer KRAS Mutation auch andere Mutationen wie eine Mutation auf dem 




Verschiedene dargestellte Ergebnisse und Tendenzen in der Arbeit regen dazu an, die Hinter-
gründe und Zusammenhänge dieser in zukünftigen Experimenten und wissenschaftlichen Studi-
en genauer zu erforschen. So bleibt durch Untersuchungen weiterhin zu klären, warum in der 
CIOX-Studie der KRAS Mutationsstatus nicht mit einem signifikant kürzerem bzw. längerem 
PFS und einer signifikant schlechteren bzw. besseren ORR korreliert hat. Hierbei wäre es inte-
ressant, eine mögliche negative Interaktion zwischen Cetuximab und Capecitabin zu bestätigen 
oder auch zu widerlegen, um somit eventuell in Zukunft eine Kombination von Cetuximab und 
Capecitabin bei Patienten mit mKRK als nicht besonders wirksam einstufen zu können. Ferner 
wäre es außerdem interessant, den Einfluss der einzelnen Mutations des KRAS Gens (Codon 12 
und 13) auf die Effizienz einer Cetuximab-basierten Chemotherapie des mKRK näher zu erfor-
schen. Könnte man durch größere zukünftige Studien herausfinden, dass, sowie es in der CIOX-
Studie der Fall war, Patienten mit  KRAS Codon 13 mutierten Tumoren ein signifikant längeres 
PFS und ebenfalls ein längeres OS aufweisen, so wäre es ein großer diagnostischer Fortschritt, 
somit den KRAS Mutationsstatus als negativen prädiktiven Faktor einer Cetuximab-basierten 
Chemotherapie genauer zu differenzieren und eventuell sogar einzuschränken zu können.  
Die Tatsache, dass im Rahmen der CIOX- Studie eine BRAF Mutation im Gegensatz zu einer 
KRAS Mutation mit einem signifikant schlechteren Gesamtüberleben und auch mit einem be-
deutend kürzeren PFS  korreliert hat, regt zu weiteren Erklärungsversuchen an. Die Bedeutung 
der BRAF Mutation als negativer prognostischer Faktor der Cetuximab-basierten Chemotherapie 
des mKRK sollte aufgrund weniger etablierter Forschungsergebnisse zukünftig genauer analy-




Von den 185 Patienten, die an der CIOX-Studie teilgenommen hatten, konnten insgesamt die 
Tumorproben und Biopsien von 147 Patienten molekular klassifiziert werden.  
Hierbei wurde der Mutationsstatus folgender Gene bestimmt: KRAS Codon 12,KRAS Codon13, 
KRAS Codon 61, KRAS Codon 146, BRAF Exon 11, BRAF Exon 15, PIK3CA Exon 9, 
PIK3CA Exon 20,AKT,SRC. 
Nach Aufarbeitung und Auswertung der DNA-Proben, konnte bei 39% der Tumorproben eine 
KRAS-Mutation entdeckt werden, wobei der mit Abstand größte Teil der KRAS Mutationen auf 
Codon 12 und Codon 13 lokalisiert war (92%). Eine BRAF Mutation trat in 13 % der Fälle auf; 
alle BRAF Mutationen befanden sich auf Exon 15. PIK3CA war zu 16%  mutiert; alle Mutatio-
nen des Gens waren auf Exon 20 lokalisiert. Bei den Genen SCR und AKT konnte bei keiner der 
147 Proben eine Mutation festgestellt werden. Nach Korrelation der Mutationsergebnisse mit 
den Effektivitätsparametern (Überleben, Ansprechrate), konnte in Bezug auf das PFS und die 
ORR  kein signifikanter Unterschied zwischen den Patienten mit  KRAS Codon 12 und 13 Wild-
typtumoren und den Patienten mit KRAS Codon 12 und 13 mutierten Tumoren festgestellt wer-
den (PFS = 7,0 vs. 6,3 Monate, ORR = 57,4% vs. 52,1%).  Dies galt sowohl für die gesamte Stu-
dienpopulation, bei der eine statistische Analyse durchführbar war (n=141),  als auch für den 
Fall, dass man  den CAPIRI + CET Arm oder nur den CAPOX + CET  Arm getrennt voneinan-
der betrachtete. Interessanterweise zeigte sich jedoch, dass Patienten mit einer KRAS Codon 13 
mutierten Tumoren im Vergleich zu Patienten mit KRAS Codon 12 mutierten Tumoren ein sig-
nifikant längeres PFS  aufwiesen (10,0 vs. 5,6 Monate, p-Wert: 0,04). Betrachtete man die Pati-
enten im Hinblick auf die BRAF Mutation, so zeigte sich bei den Patienten mit BRAF Wildtyp-
tumoren ein signifikant längeres OS als bei den Patienten, deren Tumore eine Mutation auf dem 
BRAF Gen aufwiesen (OS = 23,5 vs. 13,0 Monate; p-Wert: 0,037). Bezogen auf das PFS ließ 
sich hier eine ähnliche Tendenz erkennen. Beim Vergleich der  Patienten, deren Tumore eine 
Mutation auf mindestens einem der untersuchten Gene (KRAS / BRAF / PIK3CA) aufwiesen 
und der Patienten mit reinen Wildtyptumoren, ließ sich in Bezug auf PFS und OS kein signifi-
kanter Unterschied ermitteln (PFS = 7,8 vs. 6,1 Monate; OS = 23,5 vs. 20,0 Monate).Es zeigte 
sich jedoch in der Patientengruppe mit reinen Wildtyptumoren ein Trend sowohl zu einem länge-
ren PFS als auch zu einem längeren OS.  
In Zukunft bleibt weiterhin genauer zu klären, warum in der CIOX-Studie der KRAS 
Mutationstatus nicht mit einem signifikant kürzeren bzw. längeren PFS und einer signifikant 
schlechteren bzw. besseren ORR einhergegangen ist. Es wäre außerdem interessant, in weiteren 
wissenschaftlichen Studien die Bedeutung der einzelnen Mutationen auf dem KRAS Gen im 
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Zusammenhang mit der Effizienz einer  Cetuximab-basierten Chemotherapie des mKRK einge-
hender zu untersuchen. Außerdem sollte die Rolle eine BRAF-Mutation als negativer prognosti-
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7.1 Materialen und Geräte 
7.1.1 Allgemein verwendete Materialen und Geräte 
Zentrifuge Centrifuge 5424 Bestellnr. 5424.000.014 Eppendorf,
Barkhausenweg 1,
22339 Hamburg
Pipetten, Bestellnr. 4910.000.018-093 Eppendorf,
verschiedene Volumina Barkhausenweg 1,
22339 Hamburg
Thermomixer comfort 2ml Bestellnr. 5355.000.011 Eppendorf,
Barkhausenweg 1,
22339 Hamburg
Objektträger Art.Nr 05505654 LABOnord
Micro Slider x-tra adhesive Lehmkuhlenweg 19
Surgipath 41065 Mönchengladbach
 
Tabelle 7-1 Übersicht über die allgemein verwendeten Materialen und Geräte 
 
7.1.2 DNA-Isolation 
QIAamp DNA FFPE Cat.Nr. 56404 QIAGEN GmbH
Tissue Kit Qiagen Str.1
(ATL Puffer = Tissue Lysis buffer) 40724 Hilden
(ATE Puffer = Elution buffer)
(AL Puffer = Lysis buffer
(AW Puffer = Washing buffer )
QiaCube Vollautomat zur Auf- Cat.Nr.9001293 siehe oben
reinigung von DNA und RNA
Filtertips 1000 µl für QiaCube Cat.Nr. 990394 siehe oben
Rotoradapter Cat.Nr. 990394 siehe oben  
Tabelle 7-2 Übersicht über die verwendeten Materialien bei der DNA-Isolation 
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7.1.3 PCR und Pyrosequenzing 
HotStarTaq Cat.Nr. 203205 QIAGEN GmbH,
DNA-Polymerase Qiagen Str.1,
40724 Hilden
Human Genomic DNA male Cat.Nr. G1471 PROMEGA,
68298 Mannheim
DNA Loading Dye Cat.Nr. R0611 Fermentas GmbH
Opel Str. 9
68789 St.Leon-Rot
100bp Plus DNA Ladder 50µg Cat.Nr. SM0321 Fermentas GmbH
Opel Str. 9
68789 St.Leon-Rot
TBE Puffer Cat.Nr. B52 Fermentas GmbH
(Tris-borate-EDTA) Opel Str. 9
68789 St.Leon-Rot
Pyro Mark Gold Q24, Mat.Nr. 1055263 Biotage GmbH
Reagents Benrather Schlossallee 49-53,
40597 Düsseldorf
Streptavidin Sepharose 5 ml Art.Nr. 1751301 GE Healthcare ,
High Performance Oskar-Schlemmer-Str. 11,
80807 München
Binding Buffer 250 ml Lot.Nr. 580024 QIAGEN GmbH,
Qiagen Str.1,
40724 Hilden
Annealing Buffer 250ml Lot.Nr. 400002 QIAGEN GmbH,
Qiagen Str.1,
40724 Hilden
Verschiedene Primer für PCR primerabhängig Biomers
und Pyrosequenzing Söflinger Str. 100
89077 Ulm  
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